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α:	  anti-­‐	  
A,	  ala:	  Alanina	  
aa:	  aminoácido	  
Arg,	  R:	  Ácido	  aspártico	  
Asp,	  D:	  Aspártico	  
ATCC:	  American	  type	  culture	  collection,	  	  
ADN:	  ácido	  desoxirribonucleico	  
ADNc:	  ADN	  complementario	  al	  ARNm	  	  
ARN:	  Ácido	  ribonucleico	  
CDV:	  Canine	  distemper	  virus,	  virus	  del	  
moquillo	  canino	  
CMV:	  Citomegalovirus	  humano	  	  
c.p.m.:	  Cuentas	  por	  minuto	  
Cys,	  C:	  Cisteína	  
DMEM:	  Dulbecco’s	  modified	  Eagle	  medium,	  
medio	  esencial	  mínimo	  de	  Eagle	  modificado	  
por	  Dulbecco	  
DMF:	  N-­‐N-­‐dimetilformamida	  
dNTP:	  Desoxinucleotido	  trifostato	  
dN:	  Tasa	  de	  mutación	  no	  sinónima	  
dS:	  Tasa	  de	  mutación	  sinónima	  
DTT:	  Ditiotreitol	  
ECACC:	  European	  collection	  of	  cell	  cultures 
E.	  coli:	  Escherichia	  coli 
EDTA:	  Ácido	  etilen-­‐diaminotetra-­‐acético	  
e.c.p:	  Efecto	  citopático	  
ELISA:	  Enzyme	  linked	  immunoSorbent	  assay,	  
enzima	  inmuno-­‐ensayo	  
FACS:	  Fluorescence	  activated	  cell	  sorting,	  
citometría	  de	  flujo	  
FEL:	  Fixed	  effects	  likelihood,	  
Fig.:	  Figura	  
Gly,	  G:	  Glicina	  
Glu,	  E:	  Ácido	  glutámico	  
Gln,	  Q:	  Glutamina	  
HA:	  Epitopo	  A	  de	  la	  hemaglutinina	  del	  virus	  
de	  la	  gripe	  
HEPES:	  [N-­‐(2-­‐hidroxietil)piperazina-­‐N'-­‐2-­‐
etano-­‐sulfónico]	  
His,	  H:	  Histidina	  
HBSS:	  Solucion	  tamponada	  de	  Hanks	  	  
H-­‐VS:	  Hemaglutinina	  del	  virus	  del	  sarampión	  
F-­‐FS:	  Proteína	  de	  fusión	  del	  virus	  del	  
sarampión	  
h.p.i.:	  horas	  post-­‐infección	  	  
IC:	  Intervalo	  de	  confianza	  
IFN:	  Interferón	  
IFEL:	  Internal	  fixed	  effects	  likelihood	  	  
IHA:	  inhibición	  de	  la	  hemaglutinación	  	  
IL:	  interleuquina	  	  
Ile,	  I:	  Isoleucina	  
Kaso:	  Cinética	  de	  la	  constante	  de	  asociación	  
KBq:	  Kilo	  Becquerelio	  
Kdiso:	  Cinética	  de	  la	  constante	  de	  disociación	  
KD:	  Constant	  de	  afinidad	  	  
KDa:	  Kilodalton	  	  
LB:	  Medio	  Luria-­‐Bertani	  	  
Leu,	  L:	  Leucina	  
Lys,	  K:	  Lisina	  
mAb:	  Anticuerpo	  monoclonal	  	  
MCMC:	  Cadenas	  de	  Markov-­‐Monte	  Carlo	  
M.d.i.:	  Multiplicidad	  de	  infección	  
Met,	  M:	  Metionina	  
ORF:	  Open	  reading	  frame,	  marco	  de	  lectura	  
del	  gen	  
PBMC:	  Peripherical	  blood	  mononuclear	  cells,	  
células	  mononucleares	  de	  sangre	  periférica	  
PBS:	  Tampón	  fosfato	  salino	  
Abreviaciones	  	  
	  
PCR:	  reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  	  
PDB:	  Protein	  data	  bank,	  banco	  de	  datos	  de	  
proteínas	  
Phe,	  F:	  Fenilalaina	  
PMSF:	  Fenilmetilsulfonil	  fluorida	  
Pro,	  P:	  Prolina	  
RIA:	  Radioimmunoassay,	  radio-­‐inmuno	  
ensayo	  
RNP:	  Ribonucleoproteina	  
R.p.m.:	  Revoluciones	  por	  minuto	  
RPMI:	  	  Roswell	  Park	  medium	  Institute,	  medio	  
del	  instituto	  Roswell	  Park	  
RSV:	  Respiratory	  sincitial	  virus,	  virus	  
respiratorio	  sincitial	  
RT:	  Room	  temperature,	  temperatura	  
ambiente	  
Ser,	  S:	  Serina	  
SDS:	  Dodecil	  sulfato	  sódico	  
SIDA:	  Síndrome	  de	  inmunodeficiencia	  
adquirida	  
SFB:	  Suero	  fetal	  bovino	  	  
SLAC:	  Single	  likehood	  ancestor	  counting	  
SNC:	  Sistema	  nervioso	  central	  
SPR:	  Surface	  plasmon	  resonance,	  
resonancia	  de	  plasmón	  de	  superficie	  
Tyr,	  Y:	  Tirosina	  
Tre,	  T:	  Treonina	  
Trip,	  W:	  Triptófano	  
U:	  Unidades	  
Val,	  V:	  Valina	  
VLTH-­‐1:	  Virus	  linfotrófico	  de	  células	  T	  en	  
humanos	  tipo	  I
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1.	  	  	  SUMMARY	  
	  
Measles	   virus	   (MeV)	   is	   the	   most	   contagious	   respiratory	   infectious	   disease	   known	   in	  
humans	   and	   the	   leading	   cause	   of	   vaccine-­‐preventable	   deaths	   in	   children	   worldwide.	   An	  
attenuated	  vaccine	  is	  in	  use,	  but	  no	  therapeutic	  or	  prophylactic	  	  	  antibodies	  or	  MeV	  antivirals	  are	  
currently	  available.	  Protection	  against	  MeV	   is	  associated	  with	   the	  development	  of	  neutralizing	  
antibodies	   (nMoAb)	   that	   preferentially	   recognize	   the	   measles	   virus	   hemagglutinin	   protein	  
(MVH).	  Although	  a	  single	  serotype	  was	  described,	  24	  MeV	  genotypes	  have	  been	  identified	  with	  
different	   geographical	   and	   temporal	   distribution	   showing	   characteristic	   nucleotide	   and	   amino	  
acid	  differences	   in	  the	  several	  genes.	  Most	  of	  the	  variability,	  as	  determined	   in	  48	  MeV	  primary	  
isolates	  along	  a	  six-­‐month-­‐epidemic	  outbreak	   in	  Madrid	  caused	  by	  one	  foreign	  person	   infected	  
with	  MeV	  genotype	  B3.1,	  appeared	  in	  the	  MVH	  gene	  (up	  to	  0,38%)	  where	  we	  have	  estimated	  the	  
rate	  of	  nucleotide	  substitution	  to	  be	  7,27x10-­‐6	  per	  site	  per	  day	  (95%	  confidence	  interval,	  3,09x10-­‐6	  
–	   1,23x10-­‐5).	   The	   effect	   of	   the	   inter-­‐	   and	   intra-­‐genotype	   variations	   in	   the	   MVH	   from	   MeV	  
genotypes	  that	  have	  circulated	  in	  the	  Madrid	  region	  for	  the	  last	  50	  years	  to	  date	  (genotypes	  A,	  
B3.1,	  C2,	  D4.1,	  D4.4,	  D6,	  D7,	  D8,	  D9,	  F,	  G3,	  H1),	  were	  functionally	  and	  structurally	  characterized	  by	  
several	   murine	   nMoAbs	   targeting	   distinct	   epitopes	   and	   nMoAb	   neutralization-­‐escape	   mutant	  
viruses.	   	  Our	  data	  revealed	  neutralizing	  genotype-­‐specific	  epitopes	  on	  the	  MVH	  and	  significant	  
differences	   in	   the	   kinetics	   rates	   and	   affinity	   of	   the	   nMoAb	   to	   the	   MVH	   by	   Surface	   Plasmon	  
Resonance	  that	  correlate	  with	  the	  neutralization	  sensitivities	  of	  the	  corresponding	  virus	  strain.	  
By	  means	  of	  a	  labelled	  MoAb	  binding	  competition	  radioimmunoassay	  (RIA)	  to	  MVH	  in	  its	  native	  
oligomeric	  structure	  complexed	  with	  MVF	  by	  post-­‐measles	  sera,	  developed	  in	  our	  laboratory,	  we	  
have	   found	  that	   the	  genotype-­‐specific	  epitopes	  are	   immunogenic	   in	  natural	   infection	  and	  may	  
elicit	   long-­‐term	   B	   memory.	   We	   have	   identified	   two	   potent	   broadly	   neutralizing	   epitopes	  
conserved	   in	   every	   MeV	   genotype.	   One	   is	   located	   in	   one	  MVH	   receptor-­‐binding	   site	   and	   the	  
other	  is	  at	  the	  MVH	  monomers	  interface.	  	  We	  have	  assayed	  comparative	  binding	  of	  each	  of	  MeV	  
receptors	   CD46,	   CD150	   (SLAM)	   and	   nectin-­‐4	   to	   cloned	   MVH	   protein	   from	   different	   MeV	  
genotypes	   from	   acute	  measles	   and	   brain	   from	   deceased	   Subacute	   Sclerosing	   Panencephalitis	  
patients,	   and	   found	   some	  differences	   among	  genotypes	   cohere	  with	   amino-­‐acid	   sequences	   in	  
receptor-­‐binding	  sites.	  	  
This	   information	   could	   be	   applied	   to	   design	   better	   measles	   vaccines,	   potent	   broad-­‐
spectrum	   prophylactic	   and	   therapeutic	   anti-­‐MeV	   MoAbs,	   and	   to	   dampen	   pre-­‐existent	   MeV-­‐	  
specific	   antibodies	   for	   MeV-­‐based	   gene	   therapy	   and	   	   	   oncolytic	   cancer	   therapies.
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2.1	  	  	  El	  sarampión:	  la	  enfermedad	  y	  el	  virus	  
	  
2.1.1	  	  Una	  perspectiva	  histórica	  
	  
El	   sarampión	   es	   uno	   de	   los	   virus	   respiratorios	   más	   contagiosos	   que	   se	  
conocen.	  El	  descubrimiento	  de	  una	  vacuna	  atenuada	  eficaz	  en	   1963	  y	   su	  posterior	  	  
distribución	   global,	   condujeron	   a	   una	   disminución	   pronunciada	   en	   la	   mortalidad	  
asociada	   al	   sarampión	   (Katz,	   2009).	   Antes	   de	   la	   disponibilidad	   de	   una	   vacuna	   e	  
incluso	  a	  finales	  de	  los	  años	  60,	  se	  daban	  anualmente	  unos	  135	  millones	  de	  casos	  de	  
los	  cuales,	  8	  millones	  fallecían	  (Clements	  y	  Hussey,	  2004).	  
	  	   Aunque	   las	   enfermedades	   causadas	   por	   virus	   eran	   conocidas	   en	   la	  
antigüedad,	   los	  virus	  no	  se	  descubrieron	  hasta	  finales	  del	  siglo	  XIX,	  después	  de	   las	  
bacterias	   y	   otros	   microorganismos	   patógenos	   (Oldstone,	   2010).	   Hipócrates,	   no	  
menciona	   la	   enfermedad	   entre	   sus,	   	   por	   otra	   parte,	   detalladas	   y	   precisas	  
descripciones	  de	   enfermedades	   infantiles.	  No	  obstante,	   en	   tiempos	  de	  Hipócrates	  
los	  núcleos	  poblacionales	  eran	  demasiado	  pequeños	  y	  estaban	  demasiado	  aislados	  
entre	   sí	   como	   para	   sostener	   una	   epidemia	   de	   sarampión,	   la	   cual	   según	   datos	  
epidemiológicos,	   requiere	   un	   tamaño	   poblacional	   de	   200.000	   habitantes,	  
dependiendo	  del	  índice	  de	  natalidad.	  Este	  número	  se	  debe	  a	  la	  alta	  infectividad	  del	  
virus,	   cuantificado	   por	   su	   número	   de	   reproducción	   (Ro)	   que	   indica	   el	   número	   de	  
casos	   secundarios	   generados	   desde	   un	   caso	   índice	   en	   una	   población	   virgen	   para	  
sarampión	  y	  que,	  en	  el	  caso	  del	  virus	  del	  sarampión	  está	  entre	  12-­‐	   18,	  en	  contraste	  
con	  los	  5-­‐7	  de	  la	  viruela	  o	  2-­‐3	  del	  coronavirus	  SARS	  y	  virus	  de	  la	  gripe	  (Moss	  y	  Griffin,	  
2006,	  Rodpothong	  y	  Auewarakul,	   2012).	  Por	  ello	   se	  asume	  que	   fueron	   las	   culturas	  
dominantes	   hace	   más	   de	   6000	   años	   en	   Mesopotamia,	   las	   primeras	   	   en	   sufrir	   las	  
epidemias	   del	   virus	   del	   sarampión.	   La	   formación	   de	   estos	   grandes	   complejos	  
organizados	  y	  densamente	  poblados	  permitirían	  un	  balance	  entre	  la	  abundancia	  de	  
virus	  y	  un	  continuo	  	  suministro	  de	  individuos	  susceptibles.	  Del	  mismo	  modo,	   la	  cría	  
de	  bóvidos	  en	  estrecha	  convivencia	  con	  humanos	  en	  estas	  civilizaciones,	  junto	  con	  la	  
proximidad	  genética	  existente	  entre	  el	  virus	  del	  sarampión	  y	  el	  de	   la	  peste	  bovina,	  
hacen	  de	  este	  último	  virus,	  el	   agente	   sospechoso	  de	   la	   zoonosis	  que	  dio	  origen	  al	  
Introducción	  
	   14	  
sarampión	  (Fernández-­‐Muñoz	  y	  Melero,	  2006,	  Griffin,	  2007).	  Aproximadamente	  en	  
el	  año	  910,	  el	  medico	  árabe	  Abu	  Becr,	  también	  conocido	  como	  al-­‐Razi,	  hizo	  el	  primer	  
diagnostico	  diferencial	  entre	  el	  sarampión	  y	  la	  viruela,	  llamando	  al	  primero	  “hasbah”,	  
cuyo	   equivalente	   en	   castellano	   sería	   “erupción”	   (Al-­‐Razi,	   1766).	   No	   fue	   hasta	  
aproximadamente	   1676,	   cuando	  el	  médico	   inglés	  Thomas	  Syndenham	  proporcionó	  
una	  descripción	  detallada	  y	  concisa	  de	  la	  sintomatología,	  estadíos	  	  y	  complicaciones	  
de	   la	  enfermedad.	  A	  partir	  de	  este	  punto,	  se	  empezaron	  a	  tener	  registros	  precisos	  
de	   la	   enfermedad	   y	   su	   efecto	   en	   la	   población.	   Tres	   siglos	   más	   tarde,	   el	   pediatra	  
austriaco	  Clemens	  von	  Pirquet	  añadió	  una	  nueva	  dimensión	  sobre	  el	  conocimiento	  
del	  sarampión.	  En	  1908,	  desarrolló	  un	  ensayo	  cutáneo	  para	  el	  diagnóstico	  y	  estudio	  
de	   la	   tuberculosis.	  Von	  Pirquet,	   a	   través	  de	   la	  pérdida	  de	   la	   respuesta	   inmune	  a	   la	  
tuberculina,	  reconoció	  que	  el	  sarampión	  suprimía	  la	  respuesta	  inmune	  del	  huésped.	  
De	  este	  modo,	  el	   sarampión	   fue	  el	  primer	  agente	   infeccioso	  conocido	  en	  producir	  
inmunosupresión	   (von	   Pirquet,	   1908,	   Oldstone,	   2010).	   Esta	   inmunosupresión	  
causada	   por	   el	   virus	   del	   sarampión	   favorece	   infecciones	   oportunistas,	   que	   se	  
agravan	   en	   aquellas	   personas	   malnutridas	   o	   susceptibles	   genéticamente	  
(Haralambieva	   et	   al.,	   2013).	   Los	   principales	   sitios	   afectados	   son	   los	   pulmones,	  
produciéndose	   neumonía,	   y	   el	   tracto	   intestinal,	   causando	   diarrea,	   las	   cuales	   son	  
causa	  importante	  de	  la	  tasa	  de	  mortalidad.	  Hasta	  la	  llegada	  de	  los	  años	  60,	  no	  había	  
otra	   forma	   de	   combatir	   la	   infección	   por	   sarampión	   una	   vez	   iniciada,	   salvo	  
cuarentena	  y	  aislamiento	  de	   las	  personas	   infectadas.	  En	  algunos	  casos	   la	   infección	  
causa	   encefalomielitis	   post-­‐sarampionosa	   y	   en	  menor	  proporción	  una	   enfermedad	  
neurodegenerativa	   progresiva,	   	   con	   pérdida	   de	   la	   función	   cerebral,	   que	   conduce	  
inevitablemente	  a	  la	  muerte	  tras	  un	  periodo	  entre	  7-­‐20	  años	  después	  de	  la	  infección.	  
Esta	   enfermedad	   es	   conocida	   como	   panecefalitis	   esclerosante	   subaguda	   (SSPE),	  
descubierta	   posteriormente	   en	   1965	   (para	   una	   revision	   detallada,	   ver	   Anexo	   2).	  
Peter	  Panum	  estudiando	  una	  epidemia	  de	   sarampión	  ocurrida	  en	   1846	  en	   las	   Islas	  
Faroe,	  llegó	  a	  la	  conclusión	  de	  que	  tras	  la	  recuperación	  de	  la	  enfermedad	  se	  adquiría	  
una	  inmunidad	  de	  por	  vida	  frente	  al	  sarampión.	  Observó	  que	  el	  brote	  de	  1846	  afectó	  
solo	   a	   personas	  menores	   de	   65	   años	   que	   eran	   los	   nacidos	   después	   de	   la	   anterior	  
epidemia	  de	  sarampión	  que	  había	  asolado	  la	  isla	  en	  1781,	  65	  años	  antes.	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  En	   1911,	   J.	   Golberger	   asoció	   la	   enfermedad	   del	   sarampión	   con	   un	   virus	  
(Anderson	   y	   Goldberger,	   1911),	   cuando	   filtró	   las	   secreciones	   respiratorias	   de	   un	  
paciente	   a	   través	   de	   un	   filtro	   diseñado	   para	   retener	   cualquier	   bacteria	   y	   con	   el	  
filtrado	  inoculó	  monos	  en	  los	  que	  reprodujo	  la	  enfermedad.	  Muchas	  observaciones	  
indican	  	  a	  los	  seres	  humanos	  como	  el	  hospedador	  natural	  del	  VS,	  y	  entre	  las	  especies	  
animales,	   solo	   ciertos	   primates	   son	   susceptibles	   a	   la	   infección	   (de	   Swart,	   2009).	  
Estas	  observaciones	  de	  la	  inmunidad	  duradera,	  unido	  al	  hecho	  de	  que	  el	  ser	  humano	  
es	  el	  único	  hospedador	  natural	  del	  virus,	  alentó	  a	  John	  Enders	  y	  su	  grupo	  	  a	  crecer	  el	  
virus	   en	   cultivos	   celulares	   y	   a	   desarrollar	   una	   vacuna	   frente	   al	   VS.	   Con	   la	  
disponibilidad	   de	   sistemas	   de	   cultivo,	   Enders	   y	   su	   estudiante	   Thomas	   Peebles,	  
obtuvieron	  el	  VS	  de	  la	  sangre	  y	  lavado	  faríngeo	  de	  un	  adolescente,	  David	  Edmonston,	  
quien	  había	  contraído	  infección	  aguda	  por	  sarampión.	  Después,	  	  crecieron	  este	  virus	  
en	   células	   epiteliales	   de	   riñón	   obtenidas	   de	  mono	   y	   personas.	   Posteriormente,	   el	  
mismo	  virus	  crecido	  en	  células	  de	  riñón	  humano,	  fluido	  amniótico	  humano,	  huevos	  
fértiles	   de	   gallina,	   y	   embrión	   de	   pollo	   se	   convertió	   en	   el	   progenitor	   de	   la	   	   actual	  
vacuna.	  Enders	  y	  sus	  colaboradores	  F.	  Robbins	  y	  T.	  Weller	  recibieron	  el	  premio	  Nobel	  
en	   1954	   por	   adaptar	   el	   método	   de	   cultivos	   celulares	   para	   la	   replicación	   de	   virus	  
(Enders	  y	  Peebles,	  1954,	  Katz,	  2009).	  La	  vacuna	  atenuada,	  al	  prevenir	  la	  enfermedad,	  
proporciona	  una	  medida	  de	  control	  y	  quizás	  de	  erradicación	  del	   sarampión	   (Moss,	  
2009,	  Bellini	  y	  Rota,	  2011).	  
	  
2.1.2	  Biología	  del	  virus	  del	  sarampión	  
	  
El	   VS	   es	   un	   virus	   ARN	   de	   15.894	   nucleótidos	   de	   longitud,	   	   clasificado	   en	   la	  
familia	   Paramyxoviridae,	   género	   Morbillivirus	   (Rima	   y	   Barret,	   2011).	   Entre	   los	  
miembros	  de	  esta	  familia	  se	  encuentran	  también	  otros	  patógenos	  humanos	  como	  el	  
virus	   de	   la	   parotiditis	   o	   paperas	   	   (MuV),	   el	   virus	   respiratorio	   sincitial	   (RSV),	   el	  	  
metapneumovirus	   humano	   (HMPV)	   y	   los	   virus	   zoonóticos	   letales	   Hendra	   (HeV)	   y	  
Nipah	   (NiV)	   (fig.	   1).	   La	  partícula	  del	   VS	  observada	  al	  microscópio	  electrónico	   tiene	  
una	  estructura	  pleomórfica,	  con	  un	  tamaño	  que	  oscila	  entre	  los	  100	  y	  300	  nm	  (fig.	  2).	  
En	  su	  conjunto,	  la	  partícula	  está	  cubierta	  por	  una	  membrana	  lipídica	  que	  adquiere	  de	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la	   membrana	   celular	   durante	   el	   proceso	   de	   gemación,	   al	   final	   del	   ciclo	   infectivo.	  
Insertadas	   en	   la	  membrana	   se	   encuentran	   dos	   glucoproteínas	   transmembranosas	  
que	   	   forman	   	   una	   	   protuberancia	   	   oligomérica	   	   de	   	   12	   nm	   visibles	   al	   microscópio	  
electrónico:	   la	   hemaglutinina	   (H-­‐VS)	   	   y	   proteína	   de	   fusión	   (F-­‐VS).	   La	   primera	  
reconoce	   los	   receptores	   celulares	   y	   la	   segunda	   media	   la	   entrada	   en	   la	   célula	  
permisiva	  por	  fusión	  del	  virión	  con	  la	  membrana	  plasmática	  (ver	  más	  adelante).	  Otro
Pa
ra
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e	  
Paramyxovirinae	  	  
Rubulavirus	   Virus	  de	  las	  paperas	  o	  parotiditis,	  virus	  
simio	  5	  de	  la	  parainﬂuenza	  (PIV5)	  
Avulavirus	  	   Virus	  de	  la	  enfermedad	  de	  Newcastle	  (NDV)	  
Respirovirus	   Virus	  humanos	  1	  y	  3	  de	  la	  parainﬂuenza	  (hPIV3	  
y	  hPIV5),	  virus	  Sendai	  (SeV)	  
Henipavirus	   Virus	  equino	  y	  humano	  Hendra	  (HeV),	  virus	  
porcino	  y	  humano	  Nipah	  (NiV)	  
Morbillivirus	  
Virus	  del	  sarampión	  (MeV),	  virus	  del	  moquillo	  
canino	  (CDV),	  virus	  de	   la	  peste	  bovina	  (RPV),	  
virus	   de	   la	   peste	   de	   pequeños	   rumiantes	  
(PPRV),	  virus	  del	  moquillo	  de	  las	  focas	  
Pneumovirinae	  
Pneumovirus	   Virus	  respiratorio	  sincital	  humano	  (RSV)	  
Metapneumovirus	  
Metapneumovirus	  humano	  (HMPV),	  	  
virus	  de	  la	  neumonía	  aviar	  (AMPV)	  
Familia	  
Subfamilia	  
Género	  
Virus	  representativos	  
Figura	   1.	   Clasificación	   de	   los	   miembros	   representativos	   de	   la	   familia	   de	   los	  
paramyxovirus.	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componente	  mayoritario	  de	  la	  partícula	  viral	  es	  la	  proteína	  de	  la	  matriz	  (M),	  que	  forma	  
una	  cubierta	  helicoidal	  alrededor	  de	  la	  nucleocápsida	  y	  sirve	  de	  puente	  entre	  esta	  y	  las	  
regiones	   citoplasmáticas	   de	   las	   glucoproteínas	   transmembrana	   (Liljeroos	   et	   al.,	   2011,	  
Wakimoto	   et	   al.,	   2013).	   La	   nucleocápsida	   está	   formada	   por	   el	   genoma	   del	   virus	  
recubierto	   por	   la	   proteína	   nucleocápsida	   (N);	   además,	   formando	   parte	   de	   la	  
nucleocápsida,	  se	  encuentra	   la	  ARN	  polimerasa	  dependiente	  de	  ARN	  (proteína	  L),	  que	  
actúa	  a	  modo	  de	   replicasa	  y	   transcriptasa,	   	   y	   la	   fosfoproteína	   (proteína	  P),	  que	  es	  un	  
cofactor	   de	   la	   polimerasa	   (Longhi,	   2009,	   Desfosses	   et	   al.,	   2011).	   Hay	   además	   dos	  
proteínas	  no	  estructurales	  (C	  y	  V)	  codificados	  dentro	  del	  gen	  P,	  que	  regulan	  la	  respuesta	  
celular	  a	   la	   infección	  y	  modulan	  la	  señalización	  de	   interferón	  (Radecke	  y	  Billeter,	  1995,	  
Fontana	   et	   al.,	   2008,	   Gerlier	   y	   Valentin,	   2009).	   La	   proteína	   C	   es	   traducida	   desde	   un	  
codón	  de	  iniciación	  alternativo.	  La	  proteína	  V	  tiene	  la	  misma	  secuencia	  amino-­‐terminal	  
que	   P,	   pero	   la	   inserción	   de	   un	   nucleótido	   de	   guanina	   mediante	   edición	   co-­‐
transcripcional	  (editing)	  altera	  el	  marco	  de	  lectura	  para	  producir	  un	  dominio	  carboxilo-­‐
terminal	  único	  (fig.	  2a)	  (Cattaneo	  et	  al.,	  1989).	  	  
	  
2.2	  	  	  Tropismo	  y	  Patogénesis	  del	  virus	  del	  sarampión	  
	  
2.2.1	  Receptores	  celulares	  
	  
Como	   parásitos	   intracelulares	   obligados	   que	   son,	   la	   entrada	   en	   una	   nueva	   célula	  
hospedadora	   es	   un	   paso	   esencial	   en	   el	   ciclo	   replicativo	   de	   los	   virus.	   La	   primera	  
interacción	  entre	  un	  virus	  y	  su	  célula	  hospedadora	  ocurre	  vía	  receptores	  de	  superficie,	  
los	  cuales	  determinan	  el	  tropismo	  y	  de	  este	  modo	  la	  clínica	  asociada	  a	  la	  infección.	  	  La	  
proteína	  H-­‐VS	   juega	   un	   papel	   crucial	   en	   este	   proceso,	   el	   virus	   usa	   esta	   proteína	   para	  
unirse	  a	  los	  receptores	  celulares:	  CD46,	  SLAM	  y	  	  Nectina	  4	  (Tatsuo	  et	  al.,	  2000,	  Mateo	  et	  
al.,	   2014).	  No	  obstante,	   se	   han	  descrito	  mecanismos	  de	   entrada	   independientes	   de	   la	  
proteína	  H-­‐VS	  (Harrowe	  et	  al.,	  1990,	  Watanabe	  et	  al.,	  2010).	  A	  parte	  de	  los	  receptores	  de	  
entrada,	  también	  se	  han	  descrito	  factores	  de	  unión,	  	  cuyo	  papel	  es	  la	  absorción	  del	  virus	  
a	  la	  membrana,	  	  concentrando	  	  las	  	  partículas	  	  en	  	  la	  	  misma	  	  hasta	  	  el	  encuentro	  con	  los	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Figura	   2.	   Partícula	   del	   virus	   del	   sarampión:	  
organización	   genómica	   y	   estructural.	   (A)	  
Esquema	  del	  genoma	  y	  proteínas	  del	  virus	  del	  
sarampión.	   Adaptado	   de	   Radeck	   y	   Billeter	  
(1995)	   (B	   y	   C)	   Fotografía	   al	   microscopio	  
electrónico	  de	  partículas	  realizadas	  en	  nuestro	  
laboratorio	   (B)	   y	   nucleocápsidas	   (C)	   del	   virus	  
del	   sarampión	   (70.000X).	   (D)	   Esquema	   de	   la	  
partícula.	   Código	   de	   colores:	   nuclecápsida,	  
marrón;	  proteína	  M,	  azúl	  claro;	  proteína	  H-­‐VS,	  
azúl	   oscuro;	   proteína	   F-­‐VS,	   amarillo,	   L,	   lila;	  
proteína	  P,	  verde;	  membrana,	  rojo.	  Basado	  en	  
datos	  de	  Liljeroos	  et	  al.	  (2011)	  
D	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receptores	   específicos	   (Casasnovas,	   2013).	   	   Entre	   estas	   moléculas	   se	   encuentra	   el	  
heparan	  sulfato	  (Terao-­‐Muto	  et	  al.,	  2008),	  presente	  en	  la	  superficie	  de	  la	  mayoría	  de	  las	  
células	  de	  mamífero,	  y	  dos	  lectinas	  de	  tipo	  C:	  DC-­‐SIGN	  y	  langerina,	  expresadas	  en	  células	  
dendríticas	  y	  células	  de	  langerhans	  (van	  der	  Vlist	  et	  al.,	  2011,	  Mesman	  et	  al.,	  2012).	  	  
	  
2.2.1.1	  CD46	  (MCP)	  
	  
Tras	  el	  aislamiento	  del	  VS	  en	  1954,	  se	  llevó	  a	  cabo	  una	  intensa	  investigación	  en	  la	  
biología	  y	  patogénesis	  del	  virus	  que	  trajo	  consigo	  el	  desarrollo	  de	  la	  vacuna	  en	  1963.	  No	  
obstante,	  tuvieron	  que	  transcurrir	  40	  años	  del	  aislamiento	  del	  virus	  para	  que	  dos	  grupos	  
de	  manera	  independiente	  reportaran	  que	  la	  proteína	  CD46	  actuaba	  como	  receptor	  para	  
las	  cepa	  adaptadas	  al	  laboratorio	  (Döring	  et	  al.,	  1993,	  Naniche	  et	  al.,	  1993).	  La	  proteína	  
cofactor	  de	  membrana	   (MCP	  o	  CD46)	  es	  una	  glucoproteína	   transmembrana	  de	   tipo	   I,	  
expresada	   en	   la	  mayoría,	   si	   no	   todas,	   las	   células	   nucleadas	   humanas.	   La	   función	  más	  
importante	   de	   CD46	   es	   la	   inhibición	   de	   la	   activación	   del	   complemento,	   una	   de	   los	  
principales	  líneas	  de	  defensa	  de	  la	  respuesta	  inmune	  innata	  contra	  patógenos	  invasores	  
(Lindahl	  et	  al.,	  2000,	  Kim	  y	  Song,	  2006).	  Protege	  la	  célula	  hospedadora	  de	  la	  fijación	  del	  
complemento	  mediante	   su	  unión	   inactivante	   a	   los	  productos	  del	   complemento	  C3b	   y	  
C4b	   (Liszewski	   et	   al.,	   1991).	   Además,	   CD46	   ha	   sido	   implicado	   en	   la	  modulación	   de	   la	  
función	   de	   las	   células	   T,	   la	   generación	   de	   células	   T	   reguladoras	   y	   en	   el	   control	   de	   la	  
producción	   de	   interferón	   (IFN).	   CD46	   también	   es	   importante	   durante	   la	   fertilización,	  
presuntamente	  promoviendo	   la	   interacción	  óvulo-­‐esperma	   (Kemper	  y	  Atkinson,	  2009,	  
Sato	  et	  al.,	  2012).	  	  
Estructuralmente,	   la	   proteína	   consta	   de	   cuatro	   repeticiones	   consenso	   cortas	  
(SCR	   1-­‐4),	   cada	   una	   con	   unos	   60	   aminoácidos	   en	   longitud;	   una	   región	   rica	   en	  
serina/treonina/prolina	   (STP)	   	   O-­‐glucosilada,	   una	   región	   transmembrana,	   y	   una	   cola	  
citoplásmica	  (Cyt-­‐1	  y	  Cyt-­‐2)	  (fig.	  3:a1).	  Variaciones	  en	  los	  exones	  de	  splicing	  del	  gen	  que	  
codifica	  las	  regiones	  STP	  y	  citoplasmáticas,	  dan	  lugar	  a	  una	  glucoproteína	  que	  varía	  en	  
tamaño	  entre	  los	  57	  y	  67	  KDa	  y	  consiste	  de	  los	  cuatro	  dominios	  SCR,	  una	  combinación	  
de	  regiones	  STP	  y	  una	  de	  las	  dos	  posibles	  terminaciones	  carboxilo	  (Liszewski	  et	  al.,	  1991).	  
CD46	  es	  empleado	  como	  puerta	  de	  entrada	  por	  múltiples	  patógenos.	  A	  parte	  del	  VS,	  el	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virus	  del	  herpes	  6	  y	  varios	  adenovirus	  del	  serotipo	  B	  utilizan	  CD46	  como	  receptor	  celular.	  
Varias	   especies	   bacterianas	   entre	   las	   que	   se	   encuentran	   Neisseria	   meningitides	   	   N.	  
Gonorrhoeaem	  Streotococci	  pyogenes	  unen	  CD46	  (Cattaneo,	  2004).	  Estudios	  previos	  a	  la	  
publicación	  del	  complejo	  cristalográfico	  CD46-­‐H-­‐VS,	  localizaron	  la	  zona	  de	  unión	  del	  VS	  
en	   los	   dominios	   SCR1	   y	   SCR2	   (Hsu	   et	   al.,	   1997,	   Casasnovas	   et	   al.,	   1999).	   Los	   estudios	  
funcionales	   in	   vitro	   han	   sugerido	   que	   la	   vía	   de	   señalización	   de	   CD46	   juega	   un	   papel	  
importante	   en	   la	   patogénesis	   del	   VS.	   La	   activación	   de	   CD46	   por	   múltiples	   ligandos,	  
incluido	  la	  H-­‐VS,	  induce	  la	  internalización	  de	  CD46	  de	  la	  superficie	  celular,	  haciendo	  a	  la	  
célula	  vulnerable	  a	  la	  lisis	  por	  el	  complemento	  mediada	  por	  C3b	  (Schneider-­‐Schaulies	  y	  
Schneider-­‐Schaulies,	   2008).	   La	   interacción	   entre	   la	   H-­‐VS	   y	   CD46	   también	   induce	  
supresión	  de	   IL-­‐12,	   lo	  que	   conduce	  a	   la	   inhibición	  de	   la	  hipersensibilidad	  por	   contacto	  
(Atabani	   et	   al.,	   2001).	   Por	   el	   contrario,	   la	   activación	   de	   CD46	   también	   induce	   la	  
producción	   de	   IFN,	   activando	   la	   respuesta	   inmunitaria	   antiviral	   (Naniche	   et	   al.,	   2000,	  
Sellin	  y	  Horvat,	  2009).	  	  
La	  sustitución	  en	  la	  H-­‐VS	  de	  N481Y,	  es	  el	  principal	  determinante	  de	  la	  adaptación	  
del	  virus	  a	  usar	  CD46	  como	  receptor	  (Lecouturier	  et	  al.,	  1996,	  Manchester	  et	  al.,	  2000),	  
gracias	  al	  puente	  de	  hidrógeno	  formado	  entre	  el	  grupo	  hidroxilo	  de	   la	  Tyr,	  y	  el	  grupo	  
carbonilo	  de	  la	  cadena	  principal	  de	  la	  Cys65	  en	  CD46.	  La	  presencia	  de	  Asn481	  eliminaría	  
esta	   interacción	   y	   otras	   existentes	   con	   residuos	   cercanos	   (Santiago	   et	   al.,	   2010).	   No	  
obstante,	  unos	  32	  residuos	  contactan	  en	  la	  estructura	  de	  cristal	  del	  complejo	  H-­‐VS-­‐CD46	  
y	  son	  necesarios	  para	  explicar	  por	  completo	  la	  habilidad	  del	  virus	  vacunal	  de	  usar	  CD46	  
como	  receptor	  (Navaratnarajah	  et	  al.,	  2008,	  Mateo	  et	  al.,	  2013)	  (fig	  3:b1).	  
	  
2.2.1.2	  SLAM	  (CD150)	  
	  
Tras	   el	   descubrimiento	   de	   CD46	   como	   receptor	   del	   sarampión,	   pronto	   se	   hizo	  
evidente	  que	  los	  aislados	  salvajes	  de	  pacientes	  no	  unían	  CD46	  (Buckland	  y	  Wild,	  1997).	  
En	  el	  año	  2000,	  la	  molécula	  activadora	  de	  la	  señalización	  linfocítica	  (SLAM	  o	  CD150)	  se	  
identificó	  como	  el	  receptor	  del	  VS	  de	  todas	  las	  cepas	  existentes	  (Tatsuo	  et	  al.,	  2000).	  Su	  
descubrimiento	  dio	  explicación	  a	  la	  seña	  de	  identidad	  del	  VS:	  la	  inmunosupresión	  de	  los	  
pacientes.	  Esta	   inmunosupresión	  se	  caracteriza	  por	  una	   linfopenia	  y	  cambio	  en	  el	   tipo	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de	   respuesta	   T,	   de	   TH1	   a	   TH2,	   así	   como	   una	   inhibición	   	   ex	   vivo	   de	   la	   proliferación	  
linfocítica	   inducida	   por	   mitógenos	   (Hahm	   et	   al.,	   2004,	   Griffin	   et	   al.,	   2012).	  
Posteriormente	  se	  probó	  que	  otros	  miembros	  del	  género	  Morbillivirus	  usan	  del	  mismo	  
modo	  CD150	  como	  receptor	  de	  entrada	  (Tatsuo	  et	  al.,	  2001).	  SLAM/CD150	  pertenece	  a	  la	  
familia	  de	   los	   receptores	  SLAM,	   receptores	   inmunomoduladores	  con	   implicaciones	  en	  
citotoxicidad,	   inmunidad	   humoral,	   autoinmunidad,	   supervivencia	   celular,	   desarrollo	  
linfocítico	  y	  adhesión	  celular	  (Latour	  et	  al.,	  2001,	  Ostrakhovitch	  y	  Li,	  2006,	  Cannons	  et	  al.,	  
2011).	   Los	   receptores	   de	   la	   familia	   SLAM	   están	   compuestos	   de	   9	   miembros	   y	   se	  
caracterizan	  estructuralmente	  por	  ser	  proteínas	  transmembranas	  de	  tipo	  I	  que	  poseen	  
dominios	  con	  plegamiento	  de	  Ig	  (un	  dominio	  amino-­‐terminal	  variable,	  V,	  y	  un	  dominio	  
carboxi-­‐terminal	   constante	   2,	   C2),	   una	   región	   transmembrana	   y	   una	   región	  
citoplasmática	   con	   motivos	   de	   unión	   basados	   en	   tirosinas	   (fig	   3:a2).	   En	   general,	   los	  
miembros	   de	   la	   familia	   SLAM	   son	   receptores	   homofílicos	   y	   pueden	   así	   actuar	   como	  
auto-­‐ligandos.	  SLAM/CD150	  se	  expresa	  en	  timocitos,	  células	  B,	  T,	  TFH,	  células	  dendríticas	  
maduras,	  plaquetas	  y	  macrófagos	  (De	  Salort	  et	  al.,	  2011,	  Ma	  y	  Deenick,	  2011).	  El	  dominio	  
V	  interacciona	  con	  la	  H-­‐VS	  (fig.	  3:b2).	  Concretamente,	  los	  residuos	  N72,	  V74,	  E75,	  R90	  y	  
R130	  son	  residuos	  clave	  no	  conservados	  entre	  las	  distintas	  especies	  que	  permiten	  esta	  
interacción	  (Hashiguchi	  et	  al.,	  2011).	  A	  pesar	  de	  existir	  una	  conservación	  de	  aminoácidos	  
entre	  el	  SLAM/CD150	  humanos	  y	  el	  de	  perro	  del	  75%,	  recientemente	  se	  ha	  descrito	  como	  
una	  alteración	  mínima	  en	  la	  proteína	  H	  del	  virus	  del	  moquillo	  (una	  única	  substitución	  de	  
aminoácido),	   conferiría	   al	   virus	   la	   capacidad	  de	   saltar	   la	   barrera	   de	   especie	   e	   infectar	  
células	  humanas	  (Bieringer	  et	  al.,	  2013).	  Los	  datos	  funcionales	  basados	  en	  la	  estructura	  
de	  SLAM	  en	  complejo	  con	  la	  H-­‐VS,	  han	  mostrado	  que	  los	  residuos	  I194,	  D530	  y	  R533,	  son	  
claves	  para	  la	  fusión	  dependiente	  de	  receptor	  (Mateo	  et	  al.,	  2013,	  Mateo	  et	  al.,	  2014)	  .	  
	  
2.2.1.3	  Nectina	  4	  (PVRL4)	  
	  
Virus	   linfotróficos	  como	  el	  VIH	  y	  el	  VLTH-­‐1	  no	  se	   transmiten	   jamás	  por	  el	  aire	  e	  
incluso,	  su	  transmisión	  vía	  contacto	  directo	  entre	  personas	  es	  ineficiente.	  El	  sarampión,	  
en	  cambio,	  se	  transmite	  vía	  aerosoles	  y	  es	  el	  virus	  respiratorio	  humano	  más	  contagioso	  
que	   existe	   (Rodpothong	   y	   Auewarakul,	   2012).	   En	   2011,	   dos	   grupos	   de	   manera	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independiente	  y	  utilizando	  una	  estrategia	  similar	  mediante	  el	  análisis	  por	  microarrays	  de	  
la	  expresión	  de	  proteínas	  de	  membrana	  en	  líneas	  celulares	  susceptibles	  al	  virus	  frente	  a	  
las	  que	  no	  lo	  eran	  mediante,	  identificaron	  la	  proteína	  Nectina	  4	  como	  responsable	  de	  la	  
susceptibilidad	  al	  VS	  (Muhlebach	  et	  al.,	  2011,	  Noyce	  et	  al.,	  2011).	  La	  Nectina	  4/PVRL4	  es	  
un	  miembro	  de	  la	  familia	  Nectina,	  compuesta	  de	  cuatro	  miembros	  (PVRL1-­‐4),	  todas	  ellas	  
implicas	   en	   la	   formación	   de	   uniones	   adherentes	   durante	   la	   polarización	   de	   células	  
epiteliales.	  El	  nombre	  (PVRL)	  les	  viene	  de	  la	  homología	  que	  comparten	  con	  el	  receptor	  
del	   virus	   de	   la	   polio	   y	   posteriormente	   se	  mostró	   que	   también	   permitían	   la	   unión	   de	  
ciertos	  virus	  del	  herpes	  (Takeda	  et	  al.,	  2011,	  Noyce	  y	  Richardson,	  2012).	  
	  Como	   ocurría	   con	   los	  miembros	   de	   la	   familia	   SLAM,	   las	   nectinas	   son	   también	  
proteínas	   transmembrana	   de	   tipo	   I	   que	   pertenecen	   a	   la	   superfamilia	   de	   las	   Ig.	   En	  
general,	   se	   caracterizan	   por	   tener	   un	   dominio	   extracelular	   compuesto	   de	   tres	  
repeticiones	   en	   tándem	   con	   plegamiento	   de	   Ig	   (un	   dominio	   amino-­‐terminal,	   V	   y	   dos	  
dominios	   constantes,	   C),	   una	   región	   transmembrana	   y	   una	   dominio	   citoplásmico	   de	  
unión	  al	  citoesqueleto	  de	  actina	  a	  través	  de	   la	  proteína	  adaptadora	  afadina	  (fig.	  3:a3).	  
Todas	   las	   nectinas	   muestran	   interacciones	   homofílicas,	   mientras	   que	   interacciones	  
heterofílicas	  sólo	  son	  observadas	  entre	  los	  pares	  Nectina	  1/Nectina	  3,	  Nectina	  3/Nectina	  
4	  y	  Nectina	  2/Nectina	  3	  (Fabre	  et	  al.,	  2002,	  Harrison	  et	  al.,	  2012).	  Cada	  subtipo	  de	  Nectina	  	  
presenta	   	   patrones	   de	   expresión	   tisular	   distintos	   aunque	   solapantes.	   La	  Nectina	   4	   se	  
expresa	  abundantemente	  en	  humanos	  en	  la	  placenta	  y	  en	  muchos	  tipos	  de	  cánceres.	  La	  
expresión	  es	  más	  débil	  en	  la	  tráquea,	  próstata,	  pulmón,	  y	  estómago,	  aunque	  también	  se	  
ha	   encontrado	   cierto	   nivel	   de	   expresión	   en	   el	   epitelio	   de	   las	   amígdalas,	  mucosa	   oral,	  
esófago	  y	  células	  nasofaríngeas	  (www.proteinatlas.org).	  	  La	  conservación	  de	  la	  Nectina	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Figura	   3.	   Receptores	  de	   entrada	  del	   virus	  del	   sarampión	   (A)	  Esquema	  de	   los	   receptores	  del	  VS:	  
CD46	   (a1),	   SLAM	   (a2)	   y	   Nectina	   4	   (a3).	   Se	   indican	   los	   dominios	   de	   unión	   del	   virus	   que	   han	   sido	  
determinados	  en	  los	  complejos	  H-­‐VS-­‐receptor	  mostrados	  en	  (B).	  Cyt:	  cola	  citoplásmica,	  STP:	  región	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4	   entre	   distintas	   especies	   permite	   tanto	   al	   VS	   infectar	   células	   epiteliales	   de	   perro	   vía	  
Nectina	   4	   canina,	   como	   al	   virus	   del	   moquillo	   infectar	   células	   humanas	   vía	   Nectina	   4	  
humana	  (Bieringer	  et	  al.,	  2013).	  No	  obstante,	  la	  interacción	  entre	  la	  Nectina	  4	  y	  la	  H-­‐VS	  
es	   a	   nivel	   del	   dominio	   V	   de	   la	  Nectina,	   el	   cual	   difiere	   substancialmente	   con	   los	   otros	  
miembros	  de	  la	  familia	  de	  las	  nectinas	  (Zhang	  et	  al.,	  2013).	  Unos	  28	  residuos	  en	  la	  H-­‐VS	  
(láminas	  β3,	  β4	  y	  β5)	  están	  en	  íntimo	  contacto	  en	  la	  estructura	  de	  co-­‐cristal	  (Zhang	  et	  al.,	  
2013).	   Los	   residuos	   L464,	   L482,	   F483,	   Y524,	   S548,	   Y541	   y	   Y543	   se	   han	   mostrado	   ser	  
importantes	  funcionalmente.	  Tanto	  Nectina	  4	  como	  CD46	  se	  unen	  a	   la	  misma	  cavidad	  
hidrofóbica	   entre	   las	   láminas	   β4	   y	   β5,	   a	   través	   de	   respectivos	   lazos	   expuestos	   en	   su	  
superficie	   (loop	  F-­‐G	  para	   la	  Nectina	  4	  y	   loop	  D-­‐D’	  para	  CD46).	  SLAM,	  por	  al	   contrario,	  
solo	   yace	   sobre	   esta	   región	   hidrofóbica	  mediante	   su	   loop	   C-­‐C´´,	   interaccionando	   con	  
residuos	  polares	  y	  cargados.	  Tal	  es	  la	  similitud	  en	  el	  modo	  de	  unión	  de	  Nectina	  4	  y	  CD46,	  
que	  aquellas	  mutaciones	  introducidas	  en	  la	  H-­‐VS	  para	  impedir	  el	  uso	  del	  primero	  como	  
receptor,	  afectan	  el	  uso	  del	  segundo	  (Liu	  et	  al.,	  2014).	  
	  
2.2.2	  	  	  Aspectos	  funcionales	  de	  las	  proteínas	  asociadas	  a	  la	  envuelta	  
	  
2.2.2.1	  La	  proteína	  de	  union	  al	  receptor:	  el	  tetrámero	  de	  H-­‐VS	  	  
	  
Las	  proteínas	  de	  unión	  al	  receptor	  son	  conocidas	  como	  hemaglutininas	  (H)	  para	  
el	   VS	   y	   otros	   Morbillivirus,	   glicoproteína	   (G)	   para	   los	   Henipavirus	   y	   hemaglutinina-­‐
neuraminidasa	   (HN)	   para	   aquellos	   paramyxovirus	   con	   actividades	   tanto	   de	  
hemaglutinación	   como	   de	   neuraminidasa	   (rubulavirus,	   respirovirus	   y	   avulavirus).	   La	  
actividad	  neuraminidasa	  se	  piensa	  que	  está	  implicado	  en	  prevenir	  la	  autoagregación	  de	  
	  rica	   en	   prolina,serina	   y	   treonina.	  C3b	   y	   C4b,	   proteínas	   del	   sistema	   de	   complemento	   (B)	   Estructura	  
cristalográfica	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS	  en	  complejo	  con	  los	  dominio	  de	  unión	  de	  los	  receptores.	  En	  todos	  
los	  paneles,	   los	   receptores	   se	  muestran	  en	  modelo	  espacial	   compacto:	  CD46	   (b1)	   (dominios	   SCR1	   y	  
SCR2;	  azul)	  (Santiago	  et	  al.,	  2010)	  SLAM	  (b2)	  (dominio	  V,	  cian)	  (Hashiguchi	  et	  al.,	  2011),	  Nectina	  4	  (b3)	  
(dominio	  V,	  magenta)	  (Zhang	  et	  al.,	  2013).	  La	  proteína	  H-­‐VS	  se	  muestra	  en	  formato	  cinta,	  coloreando	  
cada	   uno	  de	   las	   láminas	   β	  que	   lo	   componen	   (β1-­‐	   β6)	  de	  distinto	   color.	   Se	  muestran	   las	   estructuras	  
desde	  dos	  perspectivas,	  rotadas	  una	  respecto	  a	  la	  otra	  90º	  en	  la	  dirección	  indicada.	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las	   partículas	   virales	   durante	   el	   proceso	   de	   gemación	   de	   la	   célula	   hospedadora.	   La	  
habilidad	   de	   usar	   receptores	   proteináceos	   (H	   y	   G)	   o	   ácido	   siálico	   (HN)	   parece	  
determinar	  el	  mecanismo	  fusión	  posteriormente	  empleado	  (Bossart	  et	  al.,	  2013).	  	  
Todas	   las	  proteínas	  de	  unión	  de	   los	  paramyxovirus	   son	  proteínas	   integrales	  de	  
membrana	  de	  tipo	  I	  homotetraméricas.	  En	  particular,	  la	  H-­‐VS	  consta	  de	  617	  aminoácidos	  
distribuidos	   en	   una	   corta	   cola	   citoplásmica	   de	   34	   residuos,	   seguido	   	   de	   un	   dominio	  
transmembrana	  de	  24	  y	  	  una	  region	  tallo	  de	  96	  residuos	  que	  conecta	  la	  membrana	  con	  
el	   dominio	   cabeza	   globular	   (Alkatib	   y	   Briedis,	   1986).	   La	   única	   estructura	   del	   tallo	  
disponible	  es	  aquella	  de	   la	  HN,	   la	  cual	  adopta	  una	  conformación	  de	  4	  hélices	  α	  sobre-­‐
enrolladas	   seguidas	   de	   dos	   conexiones	   bifurcadas	   	   que	   a	  modo	   de	   bisagra	   sostienen	  
una	  cabeza	  de	  cada	  dímero	  (Yuan	  et	  al.,	  2011).	  Al	  contrario	  de	  lo	  que	  ocurre	  con	  la	  región	  
del	   tallo,	   se	   dispone	   de	   la	   estructura	   cristalográfica	   del	   dominio	   cabeza	   globular	   de	  
varios	   paramyxovirus,	   mostrando	   que	   este	   dominio	   esta	   formado	   por	   6	   láminas	   	   β	  	  
dispuestas	  toroidalmente	  alrededor	  de	  un	  eje	  central	   (Crennell	   et	  al.,	  2000,	  Colf	   et	  al.,	  
2007,	  Hashiguchi	  et	  al.,	  2007).	  Tanto	  en	  la	  proteína	  G	  de	  henipavirus	  como	  en	  la	  H-­‐VS,	  el	  
sitio	  vestigial	  de	  la	  neuraminidasa	  localizado	  en	  la	  cavidad	  central	  de	  la	  hélice	  enrollada,	  
ha	   sido	   inactivado	  por	  mutaciones	   puntuales.	  No	  obstante,	   este	   sitio	   es	   usado	  por	   la	  
proteína	  G	  para	  unir	  a	  su	  receptor	  (Xu	  et	  al.,	  2008).	  Por	  el	  contrario,	  en	  la	  H-­‐VS	  esté	  sitio	  
está	  bloqueado	  por	  la	  presencia	  de	  un	  N-­‐oligosacárido	  unido	  a	  la	  Asn215	  y	  de	  este	  modo,	  
la	   interacción	   con	   los	   receptores	   celulares	   se	   da	   en	   una	   de	   las	   caras	   de	   la	   hélice	  
enrrollada	   (Santiago	   et	   al.,	   2010,	  Hashiguchi	   et	   al.,	   2011,	  Zhang	   et	   al.,	   2013)	   (fig.3B).	  La	  
presencia	  de	  esta	  glucosilación	  en	  Asn215	  es	  responsable	  de	  otra	  diferencia	  llamativa	  en	  
la	  H-­‐VS	  respecto	  a	   la	  proteína	  de	  unión	  al	  receptor	  del	  resto	  de	   los	  paramyxovirus:	   las	  
dos	  moléculas	  de	  H-­‐VS	  que	  forman	  parte	  de	  un	  homodímero	  están	  altamente	  inclinadas	  
una	  respecto	  a	  la	  otra.	  	  
En	   el	   caso	   del	   sarampión,	   las	   estructuras	   cristalográficas	   de	   la	   H-­‐VS	   con	   sus	  
receptores	  de	  unión	  ha	  proporcionado	  pistas	  sobre	  el	  mecanismo	  de	  entrada.	  Mientras	  
que	  la	  H-­‐VS	  cristalizó	  	  como	  un	  monómero	  en	  complejo	  con	  la	  Nectina	  4,	  en	  la	  presencia	  
de	   CD46	   se	   resolvió	   una	   estructura	   dimérica.	   De	   forma	   sorprendente,	   dos	   distintas	  
conformaciones	  tetraméricas	  (forma	  I	  y	  II)	  fueron	  obtenidas	  con	  polipéptidos	  quimera	  
consistiendo	  de	  la	  cabeza	  globular	  de	  la	  H-­‐VS	  y	  el	  dominio	  V	  de	  SLAM.	  Consistente	  con	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las	  otras	  estructuras	  de	  rayos-­‐X	  obtenidas,	  la	  cabeza	  globular	  monomérica	  permanecía	  
inalterable,	   y	   lo	   mismo	   ocurría	   con	   cada	   dímero	   formando	   parte	   del	   tetrámero.	   La	  
variación	   se	   producía	   en	   la	   zona	   de	   contacto	   dímero-­‐dímero	   a	   través	   de	   un	  
deslizamiento	   en	   la	   interfase,	   lo	   que	   induciría	   un	   cambio	   en	   la	   región	   del	   tallo	   que	  
activaría	   a	   la	   proteína	   F-­‐VS	   (Hashiguchi	   et	   al.,	   2011,	   Nakashima	   et	   al.,	   2013,	   Plattet	   y	  
Plemper,	   2013)	   (fig.	   6).	   Consistente	   con	   este	   modelo,	   existe	   una	   evidencia	   creciente	  
implicando	  la	  región	  central	  del	  tallo	  (residuos	  84	  a	  117	  en	  el	  caso	  del	  VS)	  en	  la	  activación	  
de	   la	   proteína	   F-­‐VS,	   por	   lo	   que	   la	   cabeza	   globular	   dirigiría	   en	   espacio	   y	   tiempo	   este	  
proceso	  (Corey	  y	  Iorio,	  2007,	  Lee	  et	  al.,	  2008,	  Paal	  et	  al.,	  2009,	  Brindley	  et	  al.,	  2013,	  Liu	  et	  
al.,	  2013,	  Navaratnarajah	  et	  al.,	  2014).	  
	  
2.2.2.2	  La	  proteína	  de	  fusión:	  el	  trímero	  de	  F-­‐VS	  
	  
Las	   proteínas	   de	   fusión	   virales	   se	   dividen	   según	   su	   biosíntesis	   y	   su	   estructura	  
(Mas	  y	  Melero,	  2013).	  En	  el	  caso	  	  de	  los	  paramyxovirus	  descubiertos	  hasta	  la	  fecha,	  estas	  
corresponden	  a	  proteínas	  de	  fusión	  de	  clase	  I,	  como	  la	  que	  poseen	  el	  virus	  de	  la	  gripe,	  el	  
Ébola	   o	   el	   VIH	   (Colman	   y	   Lawrence,	   2003,	   Plemper,	   2011).	   La	   proteína	   F-­‐VS	   es	   una	  
glucoproteína	   de	   553	   aminoácidos	   (Richardson	   et	   al.,	   1986).	   Contiene	   una	   secuencia	  
señal	   de	   28	   aminoácidos	   en	   el	   extremo	   amino-­‐terminal	   que	   dirigen	   el	   polipéptido	  
naciente	  hacía	  el	  retículo	  endoplásmico	  y	  un	  dominio	  transmembrana	  cerca	  del	  extremo	  
carboxilo-­‐terminal	  anclan	  la	  proteína	  a	  la	  membrana,	  dejando	  una	  cola	  citoplásmica	  de	  
33	  residuos	  (fig.	  4A).	  La	  proteína	  F-­‐VS	  se	  sintetiza	  como	  un	  precursor	  polipeptídico	  (F0,	  
60	  KDa)	  que	  trimeriza	  en	  el	  retículo	  endoplásmico	  (Quinn	  et	  al.,	  2012).	  Posteriomente,	  F0	  
es	   procesado	   por	   la	   proteasa	   celular	   furina	   en	   la	   red	   del	   trans	   Golgi	   y	   da	   lugar	   a	   la	  
proteína	  F	  metastable.	  Esta	  forma	  activa	  esta	  compuesta	  de	  dos	  cadenas	  polipeptídicas	  
unidas	  por	  puentes	  disulfuro:	  una	  amino-­‐terminal	  distal	  a	   la	  membrana	  (F2,	  20	  KDa)	   	  y	  
otra	   carboxilo-­‐terminal	   (F1,	   40	   KDa)	   anclada	   a	   la	   membrana	   vía	   el	   domino	  
transmembrana.	   El	   nuevo	   fragmento	   F1	   contiene	   un	   grupo	   de	   aminoácidos	   en	   su	  
extremo	  distal	  a	   la	  membrana	  que	  se	   inserta	  en	   la	  membrana	  diana	  durante	   la	   fusión	  
(Wild	  y	  Buckland,	  1997,	  Navaratnarajah	  et	  al.,	  2009).	  Adyacente	  al	  péptido	  fusión	  y	  a	  la	  
región	   transmembrana,	   se	  encuentra	  un	  patrón	  de	  4-­‐3	   repeticiones	  de	   7	   aminoácidos	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conocidos	  como	  HRA	  y	  HRB,	  respectivamente	  (Russell	  y	  Luque,	  2006,	  Lamb	  y	  Jardetzky,	  
2007).	  Las	  secuencias	  HRA	  y	  HRB	  se	  encuentran	  separadas	  por	  aproximadamente	  250	  
residuos	   y	   su	   mutagénesis	   afecta	   inversamente	   a	   la	   fusión	   (Wild	   y	   Buckland,	   1997,	  
Plemper	   y	   Compans,	   2003).	   La	   proteína	   F-­‐VS	   tiene	   tres	   cadenas	   de	   N-­‐oligosacáridos,	  
todas	   localizadas	   en	   la	   subunidad	   F2,	   y	   son	   necesarias	   para	   el	   procesamiento	  
proteolítico	   y	   transporte	   a	   la	   superficie	   celular	   (Wild	   y	   Buckland,	   1995).	   La	  
determinación	   de	   las	   estructuras	   cristalográficas	   de	   varios	   paramyxovirus,	   desde	   su	  
conformación	  pre-­‐fusión	  metastable	  a	  la	  conformación	  post-­‐fusión,	  a	  proporcionado	  un	  
gran	  avance	  en	  la	  comprensión	  de	  los	  reordenamientos	  estructurales	  que	  conlleva	  a	  la	  
fusión	  de	  membranas	  (fig.	  4B):	  en	  la	  unión	  del	  virus	  a	  la	  célula	  	  a	  través	  de	  la	  proteína	  H,	  
F	   se	   activa	   y	   experimenta	   una	   serie	   de	   cambios	   conformacionales,	   entre	   los	   que	   se	  
encuentran	   la	  separación	  de	   las	  α-­‐hélice	  HRA	  y	   la	  restructuración	  de	   la	  secuencia	  HRA	  
para	   formar	   un	   súper	   enrollamiento	   de	   tres	   hélices	   α.	   El	   péptido	   fusión,	   ahora	   en	   el	  
extremo	   amino	   terminal	   de	   las	   HRA,	   se	   inserta	   en	   la	   membrana	   de	   la	   célula	   diana,	  
resultando	   en	   la	   formación	   del	   intermediario	   de	   fusión.	   A	   este	   paso	   le	   sigue	   la	  
formación	   de	   un	   súper	   enrollamiento	   estable	   de	   6	   hélices	   α,	   donde	   el	   péptido	   HRB	  
envuelve	  de	  manera	  anti-­‐paralela,	   la	  hendidura	  hidrofóbica	  del	  súper	  enrollamiento	  de	  
hélices	   α	   formado	   por	   HRA.	   Como	   resultado	   de	   estos	   cambios	   conformacionales,	   el	  
péptido	  fusión	  y	  el	  dominio	  transmembrana	  (y	  así	   las	  membranas	  donadoras	  y	  diana),	  
están	   en	   proximidad	   unas	   con	   otras.	   Esto	   resulta	   eventualmente	   en	   la	   formación	   del	  
poro	   de	   fusión	   a	   través	   del	   cual,	   el	   complejo	   RNP	   puede	   entrar	   en	   la	   célula	   (Lee	   y	  
Ataman,	  2011,	  Aguilar	  y	  Iorio,	  2012,	  Chang	  y	  Dutch,	  2012,	  Martin-­‐Garcia	  et	  al.,	  2012).	  
Menos	  extensivamente	  ha	  sido	  estudiada	  cómo	   la	  proteína	  F-­‐VS	  recibe	   la	  señal	  
para	   proceder	   a	   la	   fusión	   de	   membranas.	   Mediante	   	   modelos	   estructurales	   para	  
predecir	  residuos	  expuestos	  en	  superficie	  que	  pudiesen	  interaccionar	  con	  la	  H-­‐VS,	  se	  ha	  
realizado	   mutagénesis	   dirigida	   de	   los	   mismos,	   encontrándose	   como	   algunas	   de	   las	  
mutaciones	  que	  afectaban	  a	  la	  interacción	  yacían	  en	  una	  cavidad	  flanqueada	  entre	  dos	  
monómeros	   del	   trímero	   de	   F-­‐VS.	   Se	   ha	   propuesto	   que	   la	   región	   del	   tallo	   de	   H-­‐VS	   se	  
podría	  acomodar	  en	  esta	  zona	  	  con	  dos	  de	  las	  hélices	  α	  del	  tetrámero,	  sugiriendo	  que	  
un	  tetrámero	  podría	  activar,	  al	  menos,	  dos	  trímeros	  opuestos	  de	  F-­‐VS	  (Lee	  et	  al.,	  2008,	  
Apte-­‐Sengupta	  et	  al.,	  2012).	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Figura	  4.	  Representación	  esquemática	  de	  la	  proteína	  de	  fusión	  (F-­‐VS).	   	   (A)	  Dominios	  funcionales	  
importantes.	   Se	   especifican	   las	   subunidades	   F1	   y	   F2	   unidas	   por	   puentes	   di-­‐sulfuro	   tras	   el	  
procesamiento	  de	  la	  F	  por	  la	  furina.	  F1	  contiene	  la	  cola	  citoplásmica	  (C),	  el	  dominio	  transmembrana	  
(T),	  el	  péptido	  fusión	  (PF)	  y	  las	  regiones	  HRA	  y	  HRB.	  Los	  dominios	  importantes	  que	  constituyen	  la	  
cabeza	  globular	  del	  trímero	  de	  F,	  DI,	  DII	  y	  DIII	  están	  coloreados	  con	  distinto	  color.	  (B)	  Esquema	  de	  
(A)	  de	  las	  conformaciones	  pre-­‐fusión,	  intermediario	  y	  post-­‐fusión	  de	  F,	  adaptado	  de	  Lee	  y	  Ataman	  	  
(2011).	  Para	  una	  mayor	  claridad,	  el	  recuadro	  muestra	  una	  región	  individual	  de	  HRA	  reordenándose	  
tras	   la	   activación	   de	   F.	   La	   señal	   recibida	   tras	   la	   unión	   de	   la	   proteína	   H-­‐VS	   a	   su	   receptor	   celular	  
induce	   la	   liberación	  del	  péptido	  de	   fusión	   (magenta)	  que	   se	   inserta	  en	   la	  membrana	  de	   la	   célula	  
diana.	   La	   inserción	   del	   PF	   facilita	   el	   reordenamiento	   de	   los	   segmentos	   HRB	   en	   una	   hélice	   α	  
extendida	  y	  la	  formación	  de	  un	  súper	  enrollamiento	  trimérico	  de	  hélices	  α	  del	  segmento	  HRA	  que	  
se	  ancla	  a	  la	  membrana	  diana.	  Las	  hélices	  α	  de	  HRB	  (naranja)	  que	  formaban	  el	  tallo	  en	  la	  estructura	  
pre-­‐fusión	   de	   F-­‐VS,	   se	   traslocan	   180º	   para	   envolver	   al	   segmento	   HRA	   y	   formar	   un	   súper	  
enrolamiento	  de	  6	  hélices	  α,	   necesario	  para	   la	  aproximación	  de	   las	  dos	  membranas	   lipídicas	  que	  
resultará	  en	  la	  fusión	  de	  ambas.	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2.2.2.3	  Oligomerización	  H-­‐F-­‐VS	  y	  ensamblaje	  de	  los	  viriones	  
	  
Para	  el	  ensamblaje	  de	  la	  partícula	  del	  VS,	  todos	  los	  componentes	  del	  virus	  deben	  
interaccionar	   específicamente	   unos	   con	   otros	   en	   los	  microdominios	   de	   la	  membrana	  
plasmática	  conocidos	  como	  balsas	   lipídicas	  (‘lipids	  raft’)	  (Manie	  et	  al.,	  2000,	  Vincent	  et	  
al.,	  2000).	  La	  proteína	  M	  tiene	  un	  papel	  importante	  durante	  este	  proceso	  de	  ensamblaje	  
y	  la	  posterior	  gemación,	  al	  mediar	  el	  contacto	  entre	  las	  glucoproteínas	  y	  la	  RNP	  del	  virus.	  
En	   células	   transfectadas,	   la	   proteína	   M	   cambia	   la	   localización	   de	   la	   proteína	   N	   (no	  
aquella	  con	  mutaciones	  en	  Leu523	  y	  Leu524)	  de	  tal	  modo	  que	  es	  transportada	  hacia	  la	  
membrana	  plasmática	  (Iwasaki	  et	  al.,	  2009).	  Para	  la	  locomoción,	  la	  Phe50	  en	  la	  proteína	  
M	   debe	   interaccionar	   con	   los	   filamentos	   de	   actina,	   que	   sirven	   como	   vía	   para	   el	  
movimiento	  de	   la	  RNP	  recubierta	  de	   la	  proteína	  M	  (Dietzel	   et	  al.,	   2013,	  Nakatsu	   et	  al.,	  
2013,	   Wakimoto	   et	   al.,	   2013).	   Tanto	   las	   glucoproteínas	   H-­‐VS	   como	   F-­‐VS,	   contienen	  
motivos	  de	  salida	  basados	  en	  tirosina	  en	  sus	  respectivas	  colas	  citoplásmicas	  (Tyr12	  en	  H-­‐
VS	   y	   Tyr549	  en	   F-­‐VS)	  mediante	   las	   cuales	   interaccionan	   con	   la	   proteína	  M	  una	   vez	   se	  
encuentran	   en	   la	   membrana	   plasmática	   (Tahara	   et	   al.,	   2007,	   Runkler	   et	   al.,	   2008,	  
Watanabe	  et	  al.,	  2013).	  	  De	  este	  modo,	  las	  señales	  de	  salida	  de	  las	  proteínas	  H-­‐VS	  y	  F-­‐VS,	  
junto	   con	   la	   palmitoilación	   que	   presenta	   esta	   última,	   así	   como	   la	   proteína	   F	   de	   otros	  
Morbillivirus	   como	   CDV,	   en	   las	   cisteínas	   de	   su	   dominio	   intra-­‐membrana/	  
intracitoplásmico	   (Caballero	   et	   al.,	   1998),	   permitiría	   su	   direccionamiento	   hacia	   la	  
membrana	   plasmática	   donde	   se	   encontrarían	   con	   el	   complejo	   proteína	   M-­‐RNP	   para	  
ensamblarse	  y	   formar	   la	  partícula	  (Chazal	  y	  Gerlier,	  2003,	  Harrison	  et	  al.,	  2008).	  Por	   lo	  
tanto,	   los	   microdomínios	   lipídicos	   de	   la	   membrana	   permiten	   la	   co-­‐localización	   de	   las	  
glicoproteínas	  H-­‐F-­‐VS	  por	  un	  lado,	  y	  del	  complejo	  RNP-­‐M	  por	  el	  otro	  (fig.	  5).	  De	  hecho,	  
se	  han	  descrito	  cambios	  en	   la	  síntesis	  de	  colesterol	  en	  células	   infectadas	  y	  como	  en	  la	  
inhibición	   de	   su	   síntesis,	   se	   inhibe	   del	   mismo	   modo	   la	   cantidad	   de	   virus	   infectivo	  
(Robinzon	  et	  al.,	  2009).	  	  
Al	   contrario	   de	   lo	   que	   ocurre	   con	   las	   proteínas	   HN	   y	   F	   de	   los	   paramyxovirus	  
hPIV3,	   PIV5	   y	   NDV	   y	   las	   proteínas	   G	   y	   F	   de	   NiV	   y	   HeV;	   	   la	   interacción	   homotípica	   y	  
heterotípica	   entre	   las	   proteínas	  H-­‐VS	   y	   F-­‐VS	   se	   da	   en	   el	   réticulo	   endoplásmico,	   desde	  
donde	   son	   transportadas	   a	   la	   membrana	   plasmática	   a	   través	   de	   la	   ruta	   secretora	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(Plemper	   et	   al.,	   2001,	   Lee	   y	   Ataman,	   2011,	   Quinn	   et	   al.,	   2012).	   La	   estequiometria	  más	  
probable	   de	   la	   interacción	   hetero-­‐oligomérica	   parece	   ser	   (F-­‐VS3)2/H-­‐VS4	   ,como	  
alternativa	  al	  simple	  ordenamiento	  F-­‐VS3/H-­‐VS4	  	  	  (Brindley	  y	  Plemper,	  2010,	  Welch	  et	  al.,	  
2013).	   La	   proteína	   M	   interacciona,	   gracias	   a	   los	   residuos	   P63	   y	   E89,	   con	   las	   colas	  
citoplásmicas	  de	  las	  glucoproteínas,	  disminuyendo	  la	  movilidad	  lateral	  de	  las	  mismas	  y	  
regulando	  negativamente	  la	  formación	  de	  complejos	  de	  fusión	  activos	  (Cathomen	  et	  al.,	  
1998,	  Tahara	  et	  al.,	  2007).	  	  
Como	  se	  ha	  descrito	  anteriormente,	  la	  organización	  fisiológica	  de	  la	  proteína	  H-­‐
VS	  es	  un	  tetrámero,	  formado	  de	  dímeros	  de	  dímeros.	  No	  obstante,	  la	  unión	  al	  receptor	  
de	  un	  solo	  monómero	  del	  par	  de	  dímeros	  unido	  covalentemente,	  parece	  ser	  suficiente	  
para	   iniciar	   la	   fusión	   (Brindley	   et	   al.,	   2012).	   Ensayos	  de	   complementación	  bi-­‐molecular	  
unido	  a	  la	  manipulación	  de	  los	  puentes	  di-­‐sulfuro	  en	  el	  contexto	  del	  tetrámero	  de	  la	  H-­‐
VS,	  han	  	  establecido	  separación	  entre	  el	  dominio	  de	  unión	  al	  receptor,	  el	  de	  interacción	  
con	   la	   F-­‐VS	   y	   el	   de	   activación	   de	   la	   fusión	   (Brindley	   y	   Plemper,	   2010).	   Una	   vez	   se	   ha	  
producido	  la	  unión	  de	  la	  H-­‐VS	  al	  receptor,	  la	  señal	  de	  activación	  es	  transmitida	  a	  través	  
del	   segmento	   central	   de	   la	  H-­‐VS	   hacia	   el	   trímero	  de	   F-­‐VS,	   posiblemente	   a	   nivel	   de	   su	  
base,	  lo	  que	  conlleva	  a	  la	  separación	  de	  los	  hetero-­‐oligómeros	  H-­‐F-­‐VS.	  De	  hecho,	  existe	  
una	  relación	  inversa	  entre	  la	  fuerza	  de	  la	  interacción	  H-­‐F-­‐VS	  y	  la	  promoción	  de	  la	  fusión	  
(Plemper	   et	   al.,	   2002).	   Este	   proceso	   de	   activación	   de	   la	   fusión	   está	   conservado:	   si	   se	  
mantiene	  la	  interacción	  entre	  el	  trímero	  de	  F-­‐VS	  y	  la	  región	  del	  tallo	  de	  H-­‐VS,	  se	  pueden	  
obtener	  proteínas	  quimera	  entre	  distintos	  paramyxovirus	  (Mirza	  et	  al.,	  2011,	  Porotto	  et	  
al.,	  2012,	  Talekar	  et	  al.,	  2013,	  Talekar	  et	  al.,	  2013).	  No	  obstante,	  existen	  diferencias	  en	  el	  
mecanismo	  de	  activación	  de	   la	   fusión,	  que	  pueden	  contar	  para	   la	  capacidad	  del	  VS	  de	  
utilizar	  múltiples	  receptores,	  tanto	  naturales,	  como	  diseñados	  a	  través	  de	  la	  adicción	  de	  
dominios	   específicos	   en	   su	   extremo	   carboxilo-­‐terminal	   (Hammond	   et	   al.,	   2001,	  
Nakamura	  et	  al.,	  2004,	  Nakamura	  et	  al.,	  2005,	  Navaratnarajah	  et	  al.,	  2012,	  Friedrich	  et	  al.,	  
2013,	   Rasbach	   et	   al.,	   2013).	   Una	   de	   estas	   diferencias	   es	   debida	   a	   la	   ausencia	   de	  
interacción	  entre	  oligómeros	  HN	  y	  F	  hasta	  que	  no	  
se	   ha	   producido	   la	   unión	   al	   ácido	   siálico	   (Iorio	   et	   al.,	   2009,	   Lee	   y	   Ataman,	   2011).	   No	  
obstante,	   datos	   estructurales	   y	   funcionales	   convergen	   en	   un	   mismo	   mecanismo	   de	  
activación	  	  de	  	  la	  	  fusión	  	  dentro	  	  de	  	  los	  	  paramyxovirus,	  siguiendo	  el	  llamado	  modelo	  de	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“exposición	  del	  tallo”:	   la	  unión	  al	  receptor	  del	  dominio	  cabeza	  globular	  de	   la	  proteína	  
de	  unión,	  conduce	  a	  la	  exposición	  de	  residuos	  de	  la	  región	  del	  tallo	  que	  pueden	  unirse	  y	  
activar	   cambios	   estructurales	   en	   la	   proteína	   de	   fusión	   para	   culminar	   con	   la	   fusión	   de	  
membranas	  (fig.	  6)	  (Bose	  et	  al.,	  2013,	  Bossart	  et	  al.,	  2013,	  Bose	  et	  al.,	  2014,	  Jardetzky	  y	  
Lamb,	  2014).	  
	  
2.2.3	  Patogénesis	  de	  la	  infección	  por	  el	  VS	  
	  
La	  patología	  del	  VS	  del	  sarampión	  puede	  ahora	  trazarse	  a	  partir	  de	  la	  presencia	  
de	  los	  receptores	  empleados.	  No	  hay	  duda	  alguna	  que	  la	  infección	  por	  el	  VS	  se	  inicia	  en	  
el	  tracto	  respiratorio,	  sin	  embargo	  las	  primeras	  células	  dianas	  no	  han	  sido	  identificadas	  
hasta	   hace	   poco.	  Originalmente,	   se	   pensaba	   que	   estas	   eran	   las	   células	   epiteliales	   del	  
tracto	   respiratorio.	  No	  obstante,	  aunque	  estas	  células	  expresan	  CD46,	   los	  VS	  que	  son	  
capaces	  de	  utilizarlo	  in	  vitro	  no	  hacen	  lo	  mismo	  in	  vivo	  (de	  Vries	  et	  al.,	  2010,	  Takeuchi	  et	  
al.,	   2012).	   Del	   mismo	   modo,	   estas	   células	   epiteliales	   no	   expresan	   Nectina	   4	   en	   su	  
superficie	  apical	  y	  no	  pueden	  ser	   infectadas	  apicalmente	  (Ludlow	  et	  al.,	  2010).	  Son	   los	  
macrófagos	  alveolares	  y	  las	  células	  dendríticas	  en	  los	  alveolos	  pulmonares	  y	  en	  el	  tracto	  
respiratorio,	   las	   primeras	   células	   infectadas	   vía	   SLAM	   (fig.	   7).	   A	   pesar	   de	   la	   baja	  
expresión	  de	  SLAM	  en	  las	  células	  dendríticas,	  la	  unión	  de	  la	  H-­‐VS	  a	  la	  molécula	  DC-­‐SIGN	  
en	  la	  superficie	  de	  estas	  células	  promueve	  la	  localización	  del	  pool	   intracelular	  de	  SLAM	  
hacia	  la	  superficie	  celular,	  favoreciendo	  así	  la	  infección	  (Avota	  et	  al.,	  2011a,	  Avota	  et	  al.,	  
2011b).	   La	   estrategia	   “Caballo	   de	   Troya”	   empleada	   por	   el	   virus	   HIV	   para	   entrar	   en	   el	  
hospedador,	   ha	   sido	   propuesta	   como	   un	   método	   potencial	   de	   entrada	   en	   el	   VS:	   las	  
células	   dendríticas	   (SLAM+DC-­‐SIGN+)	   abundantes	   en	   la	   parte	   superior	   del	   tracto	  
respiratorio,	   capturarían	   el	   virus	   y	   tras	   migrar	   a	   los	   nodos	   linfáticos	   regionales,	   los	  
transmitirían	   a	   los	   monocitos	   y	   linfocitos	   T	   y	   B,	   	   estableciéndose	   la	   viremia	   primaria	  	  
(Koethe	  et	  al.,	  2012).	  Tras	  la	  amplificación	  inicial	  del	  virus,	  los	  linfocitos	  infectados	  con	  el	  
VS	  entran	  al	  torrente	  circulatorio	  desde	  donde	  transmiten	  sistémicamente	  el	  virus	  a	  los	  
órganos	   linfoides	   secundarios:	   bazo,	   timo,	   apéndice,	   y	   amígdalas,	   resultando	   en	   la	  
viremia	   secundaria	   y	   produciendo	   la	   inmunosupresión	   del	   hospedador.	   Una	   vez	   la	  
infección	  a	  alcanzado	  su	  máximo	  	  en	  los	  órganos	  linfoides,	  	  el	  virus	  es	  diseminado	  a	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localizaciones	  distantes,	   donde	   infecta	   vía	  Nectina	  4	   las	   células	   epiteliales	  del	   hígado,	  
piel,tracto	   gastrointestinal,	   genital	   y	   superficies	   mucosas	   a	   través	   de	   la	   superficie	  
basolateral	  (de	  Vries	  et	  al.,	  2012)	  .	  El	  daño	  extensivo	  en	  el	  epitelio	  respiratorio,	  induce	  la	  
tos	   y	   estornudos,	   y	   junto	   con	   la	   gemación	   apical	   que	   presenta	   el	   virus	   en	   las	   células	  
epiteliales,	  es	  crucial	  para	   la	  alta	  transmisión	  del	  virus	  mediante	  aerosoles	  (Leonard	  et	  
al.,	   2008,	   Racaniello,	   2011).	   Consistente	   con	   el	   papel	   de	   la	   Nectina	   4	   en	   la	  
transmisibilidad	   del	   virus,	   un	   virus	   reconociendo	   SLAM	   pero	   no	   Nectina	   4	   por	  
mutaciones	   en	   su	  H-­‐VS,	   induce	   viremia	   y	   síntomas	   clínicos	   pero	   no	   transmite	   el	   virus	  
(Leonard	  et	  al.,	  2008,	  Frenzke	  et	  al.,	  2013).	  
	  
2.2.3.1	  Infección	  persistente	  
	  
	   	   Una	   proporción	   de	   pacientes	   tras	   sufrir	   el	   sarampión	   desarrollará	  
posteriormente	   encefalitis,	   como	   es	   la	  mieloencefalítis	   post-­‐sarampionosa	   (1	   de	   cada	  
1000	   casos),	   encefalitis	   sarampionosa	   de	   cuerpos	   de	   inclusión	   MIBE	   (en	   pacientes	  
inmunodeficientes),	   o	   panencefalitis	   esclerosante	   subaguda	   (1	   de	   cada	   10.000	   casos)	  
(Rima	  y	  Duprex,	  2006,	  Fernandez-­‐Muñoz	  et	  al.,	  2011,	  Schonberger	  et	  al.,	  2013).	  Estas	  tres	  
Figura	  6.	  Complejo	  de	  membrana	  del	  VS.	  Vista	  lateral	  y	  superior	  del	  complejo	  de	  glucoproteínas	  del	  
VS.	   	   El	   tetrámero	   de	   H-­‐VS	   se	   muestra	   como	   una	   combinación	   de	   esquema	   (dominio	   del	   tallo)	   y	  
estructura	  de	  cristal	   	   (dos	  dímeros	  de	  dímeros)	  según	   las	  coordenadas	  reportadas	  por	  Hashiguchi	  et	  
al.	  (2011),	  tanto	  de	  la	  forma	  I	  (A)	  como	  de	  la	  forma	  II	  unido	  al	  receptor	  SLAM	  (B).	  Cada	  monómero	  del	  
tetrámero	  se	  muestra	  en	  un	  color	  distinto,	  con	  uno	  de	  los	  monoméros	  mostrándose	  en	  modo	  espacial	  
compacto	  coloreado	  en	  modo	  arco	  iris	  según	  las	  distintas	  láminas	  β	  que	  lo	  componen.	  Como	  trímero	  
de	  la	  proteína	  F	  aparece	  aquella	  del	  PIV5	  en	  conformación	  pre-­‐fusión	  (PDB	  2B9B)	  y	  la	  del	  hPIV3	  en	  la	  
conformación	  post-­‐fusion	  (PDB	  1ZTM),	  con	  cada	  monómero	  mostrado	  de	  distinto	  color.	  La	  	  proteína	  
M	  corresponde	  a	   aquella	  del	  NDV	   (PDB	  4G1L)	  orientada	   según	   los	  datos	  de	  Battisti	   et	   al.	   	   (2012)	   La	  
conservación	  de	  secuencia	  apunta	  que	  estas	  estructuras	  serían	  muy	  similares	  a	  la	  	  proteína	  F	  y	  M	  del	  
VS.	  	  Los	  tetrámeros	  de	  H-­‐VS	  asumen	  dos	  distintas	  conformaciones,	  la	  unión	  al	  receptor	  provocaría	  un	  
movimiento	  en	   la	  posición	  relativa	  de	  un	  dímero	  respecto	  al	  otro	  (A	  a	  B)	  que	  permitiría	   la	  completa	  
interacción	  del	  tallo	  con	  la	  proteína	  F-­‐VS.	  En	  la	  activación,	  la	  conformación	  pre-­‐fusión	  de	  la	  proteína	  F-­‐
VS	   se	   desestabiliza,	   experimentando	   un	   cambio	   conformacional	   que	   culmina	   con	   la	   fusión	   de	   las	  
membranas	  del	  virus	  y	  la	  célula	  hospedadora.	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complicaciones	  del	  SNC	  difieren	  en	  términos	  del	  estado	  immune	  de	  la	  persona	  afectada,	  
el	   inicio	   de	   los	   síntomas,	   la	   presencia	   del	   VS	   dentro	   del	   SNC,	   la	   supervivencia	   del	  
paciente	   y	   los	   hallazgos	   neuropatológicos.	   La	   SSPE	   es	   la	   complicación	   más	  
extensamente	   estudiada,	   causada	   por	   una	   infección	   persistente	   del	   VS	   que	  
progresivamente	   invade	   el	   cerebro	   en	   presencia	   de	   una	   potente	   respuesta	   inmune	  
humoral	  (fig.	  8).	  El	  tiempo	  medio	  de	  inicio	  de	  la	  enfermedad	  oscila	  entre	  los	  6	  y	  14	  años,	  
aunque	   el	   rango	   varía	   desde	   1	   hasta	   los	   24	   años	   tras	   la	   infección	   aguda.	   En	   nuestro	  
laboratorio	  hemos	  mostrado	  evidencia	  de	  que	  el	  VS	  encontrado	  años	  a	  decenios	  más	  
tarde	  en	  el	  cerebro	  de	  los	  pacientes	  de	  SSPE	  a	  su	  fallecimiento,	  corresponde	  al	  virus	  que	  
causó	   la	   infección	  primaria	  años	  atrás	  y	  no	  al	  VS	  circulante	  al	   	   comenzar	   la	  encefalitis	  
(Rima	  et	  al.,	  1995,	  Fernandez-­‐Muñoz	  et	  al.,	  2011).	  En	  el	  momento	  de	  la	  aparición	  de	  los	  
síntomas	  neurológicos,	  tanto	  las	  neuronas	  como	  las	  células	  de	  la	  glía	  contienen	  cuerpos	  
de	   inclusión	   citoplásmicos	   y	   nucleares	   de	   VS,	   hay	   una	   extensa	   reacción	   inflamatoria	  
mononuclear	   que	   incluye	   células	   T	   CD4+	   y	   CD8+	   así	   como	   monocitos	   y	   células	   B	  
secretoras	  de	  anticuerpos	   (Anlar,	  2013).	  El	  desarrollo	  de	   la	  SSPE	  es	  más	  probable	  si	   la	  
primo-­‐infección	  ha	  ocurrido	  en	  los	  dos	  primeros	  años	  de	  vida.	  A	  esta	  edad,	  los	  títulos	  de	  
anticuerpos	  maternos	  no	   son	   suficientes	  para	   la	  neutralización	  del	   virus,	   lo	   cual	   junto	  
con	  una	  posible	  inmunosupresión	  temporal	  debido	  a	  otras	  infecciones,	  podría	  jugar	  un	  
papel	  en	  el	  establecimiento	  de	  la	  persistencia	  en	  el	  SNC	  (Oldstone	  et	  al.,	  2005,	  Oldstone,	  
2009).	  Como	  se	  ha	  mencionado	  anteriormente,	  la	  diseminación	  del	  VS	  en	  el	  cerebro	  de	  
pacientes	  con	  SSPE	  tiene	  lugar	  en	  presencia	  de	  altos	  títulos	  de	  anticuerpos	  αsarampión	  
que	   fallan	   en	   controlar	   la	   infección	   y	   eliminar	   al	   virus.	   En	   modelos	   animales,	   el	  
tratamiento	  con	  anticuerpos	  previo	  a	  la	  infección	  intracraneal	  con	  el	  virus,	  disminuye	  la	  
infección	   aguda,	   pero	   en	   cambio,	   incrementa	   la	   probabilidad	   de	   una	   infección	  
persistente	   	   (Reuter	   y	   Schneider,	   2010).	   Esta	   llamada	   modulación	   antigénica	   ha	   sido	  
ligada	   a	   una	   señal	   transmembrana	   hasta	   ahora	   no	   identificada,	   que	   conduce	   a	   la	  
represión	  de	  la	  expresión	  de	  los	  genes	  virales,	  y	  puede	  favorecer	  el	  establecimiento	  de	  
una	   infección	  viral	  persistente	   (Fujinami	   et	   al.,	   1984).	  En	  nuestro	   laboratorio,	  distintos	  
resultados	  obtenidos	  demuestras	  de	  decenas	  de	  pacientes	  con	  SSPE,	  nos	  han	  llevado	  a	  
proponer	  que	  una	  infección	  de	  VS	  coincidente	  con	  la	  del	  virus	  del	  Epstein-­‐Barr	  podría	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Ruta	  de	  entrada	  1:	  espacio	  alveolares	  
Ruta	  de	  entrada	  2:	  epitelio	  mucociliar	  
VS 
VS SLAM%
SLAM%
MA#
CD##
Figura	   7.	   Dos	   posibles	   rutas	   de	   entrada	   para	   el	   VS.	   Las	   partículas	   del	   VS	   se	  muestran	   en	   rojo,	  
mientras	  que	  las	  potenciales	  células	  diana	  para	  la	  infección	  se	  encuentran	  en	  verde.	  En	  la	  ruta	  de	  
entrada	  1,	  el	  VS	  es	  inhalado	  y	  alcanza	  el	  alveolo,	  donde	  puede	   infectar	  células	  dendríticas	  (CD)	  o	  
macrógagos	  alveolares	   (MA).	   En	   la	   ruta	   de	   entrada	   2,	   el	   VS	   se	   une	   a	   las	   células	  dendríticas	  DC-­‐
SIGN+	  con	  dendritas	  protruyendo	  en	  el	  lumen	  del	  epitelio	  mucociliar.	  En	  ambos	  casos,	  las	  células	  
dendríticas	  o	   los	  macrófagos	  alveolares	   con	  el	   VS,	   viajaran	  hasta	   los	  nódulos	   linfáticos	  donde	  el	  
virus	  será	  transmitido	  a	  los	  linfocitos	  (de	  Vries	  et	  al.,	  2012).	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permitir	   la	   persistencia	   de	   VS	   en	   tejido	   linfoide	   y	   desde	   ahí	   invadir	   el	   SNC	   (Carabaña,	  
1997;	   Fernández-­‐Muñoz	  et	   al.,	   2011;	   y	   Fernández-­‐Muñoz	  R.,	   Carabaña	   J.,	   Caballero	  M.,	  
Muñoz-­‐Alía	  M.,	   y	   Celma	  M.L.,	   2013.	   Subacute	   Sclerosing	   Panencephalitis:	  Where	   does	  
Measles	  Virus	  persist	  inside	  the	  Host?	  Some	  facts	  and	  one	  hypothesis.	  XV	  International	  
Conference	  on	  Negative	  Strand	  RNA	  Viruses).	  
Aunque	  son	  escasas	  las	  comunicaciones	  de	  agrupamientos	  de	  casos	  de	  SSPE	  tras	  
brotes	   de	   sarampión	   en	   entornos	   familiares	   que	   pudieran	   sugerir	   la	   existencia	   de	  
estirpes	   de	   VS	   con	   propensión	   a	   causar	   SSPE,	   no	   se	   puede	   excluir	   totalmente	   esta	  
posibilidad.	  Así,	   determinadas	   cepas	  del	   virus	  del	   sarampión	  establecen	  una	   infección	  
persistente	   inmediata	   en	   cultivos	   de	   células	   linfoides	   humanas	   (Fernandez-­‐Munoz	   y	  
Celma,	  1992)	  y	  por	  otro	  lado,	  mutaciones	  en	  los	  genes	  asociados	  a	  la	  envuelta	  del	  virus	  
(H,	   F	   y	   M)	   son	   prácticamente	   universales	   en	   todos	   los	   casos	   (Cattaneo	   et	   al.,	   1988,	  
Schmid	  et	  al.,	  1992,	  Carabaña,	  1997,	  Oldstone,	  2009).	  Probablemente	  estas	  mutaciones	  
son	  la	  causa	  del	  fracaso	  en	  la	  recuperación	  de	  virus	  infectivo	  en	  co-­‐cultivos	  de	  tejido	  del	  
SNC.	   No	   obstante,	   no	   se	   sabe	   	   si	   estas	  mutaciones	   facilitan	   la	   diseminación	   del	   virus	  
dentro	  del	  SNC	  o	  si	   son	  necesarias	  para	  establecer	  o	  perpetuar	   la	   infección	  en	  el	  SNC	  
debido	  a	  una	  falta	  de	  presión	  selectiva	  para	  mantener	  la	  función	  de	  las	  proteínas	  de	  la	  
envuelta	  durante	  la	  replicación	  del	  virus	  en	  el	  cerebro,	  por	  transmisión	  directa	  del	  virus	  
entre	   células	   en	   contacto.	   En	   este	   sentido,	   se	   ha	   sugerido	   que	   la	   proteína	   F-­‐VS	  
interacciona	  en	  las	  sinapsis	  neuronal	  con	  el	  receptor	  de	  la	  substancia	  P,	  la	  neurokinina	  1,	  
para	  mediar	   el	   transporte	   trans-­‐sináptico	   del	   virus,	   dada	   la	   ausencia	   en	   el	   SNC	  de	   los	  
receptores	  hasta	  la	  fecha	  identificados	  para	  la	  H-­‐VS	  (Harrowe	  et	  al.,	  1990,	  Makhortova	  
et	   al.,	   2007,	  Young	  y	  Rall,	   2009).	   El	   papel	  de	   las	  proteínas	   asociadas	  a	   la	   envuelta	  del	  
virus	   en	   la	   neurovirulencia,	   se	   ha	   investigado	  mediante	  modelos	   animales	   empleando	  
virus	  recombinantes	  en	  los	  cuales	  los	  genes	  codificantes	  de	  las	  proteínas	  de	  la	  envuelta	  
de	   cepas	   salvajes	   han	   sido	   reemplazados	   por	   aquellos	   de	   cepas	   ‘neurovirulentas’.	  
Sorprendentemente,	   cuando	   la	   proteína	   M	   se	   eliminaba	   por	   completo,	   el	   virus	   era	  	  
funcional	  y	  replicaba	  incluso	  más	  eficazmente	  en	  el	  cerebro.	  Cuando	  el	  gen	  M	  en	  el	  virus	  
salvaje	  se	  reemplazaba	  por	  aquel	  de	  un	  caso	  de	  SSPE	  ,	  el	  virus	  replicaba	  a	  un	  nivel	  más	  
reducido	  pero	  por	  el	  contrario,	  la	  infección	  en	  el	  SNC	  era	  más	  prolongada	  (Patterson	  et	  
al.,	   2001).	   Al	   realizarse	   el	   mismo	   experimento	   substituyendo	   los	   genes	   H	   y/o	   F,	   se	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observó	  que	  ellos	  mismos	  por	  sí	  solos,	  inducían	  neurovirulencia.	  La	  substitución	  de	  dos	  
aminoácidos	   en	   la	   proteína	   H-­‐VS	   (G195R	   y	   S200N)	   causaban	   la	   pérdida	   de	   esta	  
neurovirulencia	  (Duprex	  et	  al.,	  1999,	  Moeller	  et	  al.,	  2001,	  Moeller-­‐Ehrlich	  et	  al.,	  2007).	  En	  
el	   caso	   de	   la	   proteína	   F-­‐VS,	   el	   cambio	   T464I	   era	   suficiente	   para	   transformar	   un	   virus	  
salvaje,	   no	   neurovirulento,	   en	   un	   virus	   letal,	   mientras	   que	   el	   resto	   de	   substituciones	  
encontradas	   producían	   e	   incrementaban	   la	   fusión	   en	   células	   no	   permisivas	   al	   virus	  
(Ayata	  et	  al.,	  2010,	  Watanabe	  et	  al.,	  2013).	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Figura	  8.	   Infección	  persistente	  del	  VS	  en	  
cerebro.	   Imágenes	   cerebrales	  de	  un	   caso	  
de	   largo	   curso	   de	   SSPE	   (caso	   SMA94),	  
diagnosticado	   y	   fallecido	   en	   el	   Hospital	  
Ramón	   y	   Cajal	   (Madrid).	   (A)	   Imagen	   por	  
TAC	  en	  el	  momento	  que	  al	  paciente	  se	   le	  
diagnostica	  SSPE.	   (B)	   Imagen	  por	  TAC	  20	  
años	  más	   tarde.	  (C)	  Autopsia	  del	  cerebro	  
del	  paciente.	  	  Se	  	  observa	  	  pérdida	  	  de	  	  la	  
blanca	   y	   gris,	   con	   dilatación	   ventricular.	   Imágenes	   del	   servicio	   de	   Anatomía	   Patológica	  
(Dra.	  Mercedes	  García	  Villanueva)	  del	  Hospital	  Ramón	  y	  Cajal.	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2.3	  	  	  Epidemiología	  molecular	  del	  virus	  del	  sarampión	  
	  
El	  sarampión	  continúa	  siendo	  una	  importante	  causa	  de	  mortalidad	  infantil	  a	  nivel	  
mundial.	  A	  pesar	  de	   la	  disponibilidad	  de	  una	  vacuna	  ampliamente	  usada	  y	  efectiva,	   	  el	  
virus	   sigue	   causando	   anualmente	   la	   muerte	   de	   120.000	   personas	   (WHO,	   2014).	   Las	  
grandes	  ciudades	  juegan	  un	  papel	  muy	  importante	  en	  la	  epidemiología	  del	  VS,	  donde	  las	  
epidemias	   ocurren	   cíclicamente	   cada	   2-­‐3	   años.	   En	   ciudades	   con	   bajo	   número	   de	  
habitantes,	  la	  alta	  transmisibilidad	  del	  virus	  reduce	  rápidamente	  el	  número	  de	  personas	  
susceptibles	   requerido	  para	   la	   circulación	  del	   virus.	   La	   tasa	  de	   inmigración	  o	   la	  de	   los	  
nuevos	  nacidos	  no	  vacunados,	  no	   son	   lo	   suficientemente	  altas	   como	  para	  compensar	  
aquellas	  personas	  que	  adquieren	  la	  inmunidad	  con	  la	  infección.	  De	  ahí,	  que	  el	  virus	  del	  
sarampión	   sólo	   pueda	   circular	   endémicamente	   por	   encima	   de	   cierto	   tamaño	  
poblacional,	  entre	  250.000	  y	  500.000,	  que	  a	  su	  vez	  depende	  del	  índice	  de	  natalidad	  y	  de	  
la	  probabilidad	  de	  contactos	  entre	  los	  individuos	  de	  la	  población	  (Gay,	  2004,	  Gunning	  y	  
Wearing,	   2013).	   La	   transmisión	   del	   virus	   se	   da	   de	   un	   modo	   jerárquico,	   de	   grandes	  
ciudades	  que	  sostienen	  la	  cadena	  de	  transmisión,	  	  a	  otras	  más	  pequeñas,	  y	  de	  menor	  a	  
mayor	  grado	  de	  aislamiento	  de	  las	  mismas	  (Bharti	  et	  al.,	  2011).	  
	   Aunque	   la	   tasa	   de	   mutación	   del	   VS	   in	   vitro	   se	   ha	   estimado	   entorno	   a	   10-­‐5	  
substituciones	  de	  nucleótido	  por	  ciclo	  de	  replicación	  (Schrag	   et	  al.,	   1999,	  Zhang	   et	  al.,	  
2013),	   en	   la	   naturaleza	  el	   virus	   se	  muestra	  más	  estable,	   con	  una	   tasa	  de	  mutación	  de	  
aproximadamente	  4x10-­‐4	  cambios	  de	  nucleótido	  al	  año	  para	  el	  gen	  de	  la	  hemaglutinina	  
de	  un	  genotipo	  (Rima	  et	  al.,	  1997).	  No	  obstante,	  gracias	  a	  la	  caracterización	  genética	  del	  
virus,	  se	  han	  identificado	  hasta	  la	  fecha	  8	  linajes	  (A	  a	  H),	  subdivididos	  en	  24	  genotipos	  (A,	  
B1	  a	  B3,	  C1	  y	  C2,	  D1	  a	  D11,	  E,	  F,	  G1	  a	  G3,	  H1	  y	  H2)	  (Rima	  et	  al.,	  1995,	  Rota	  et	  al.,	  2009,	  Zhang	  
et	   al.,	   2010).	   Esta	   caracterización	   genética	   ha	   demostrado	   su	   utilidad	   para	   la	  
investigación	  epidemiológica	  de	  las	  cadenas	  de	  transmisión	  del	  virus,	  así	  como	  algunos	  
de	  estos	  genotipos	  tienen	  una	  distribución	  geográfica	  particular	  (Rima	  et	  al.,	  1995,	  Rota	  
et	   al.,	   1996,	   Riddell	   et	   al.,	   2005,	   Rota	   et	   al.,	   2011).	   Los	   genotipos	   B1,	   D1,	   E,	   F	   y	   G1	   se	  
consideran	   inactivos,	   al	   no	   haberse	   realizado	   aislados	   de	   los	  mismo	   en	   los	   últimos	   15	  
años.	  Desde	  1998,	  la	  Organización	  Mundial	  de	  la	  Salud	  recomienda	  la	  secuenciación	  de	  
la	   región	  hipervariable	  de	   los	  450	  nucleótidos	  que	   codifican	  para	   los	   150	  aminoácidos	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carboxilo	   terminales	   de	   la	   nucleoproteína	   (N),	   como	   la	   región	   mínima	   del	   genoma	  
necesaria	   para	   el	   genotipado	   del	   sarampión	   (WHO,	   2007),	   aunque	   para	   trazar	  
epidemiológicamente	  brotes	  se	  requiere	  secuenciar	  además	  el	  gen	  de	  la	  hemaglutinina.	  
En	   todo	   caso	   cuando	   se	   sospecha	   de	   un	   nuevo	   genotipo	   los	   genes	  N	   y	  H	   completos	  
deberían	   ser	   secuenciado	   (Rima	   et	   al.,	   1995,	   Rima	   et	   al.,	   1997)	   y	   recientemente,	   la	  
secuenciación	   del	   gen	   P	   se	   ha	   mostrado	   útil	   en	   la	   determinación	   de	   las	   cadenas	   de	  
transmisión	   (Bankamp	   et	   al.,	   2008,	   Kessler	   et	   al.,	   2010).	   A	   pesar	   de	   la	   variabilidad	  
encontrada	   en	   el	   gen	   de	   la	   hemaglutinina	   y	   de	   ciertos	   informes	   sobre	   variación	  
antigénica	   entre	   aislados,	   los	   análisis	   de	   su	   secuencia	   no	  han	  mostrado	  evidencias	  de	  
presión	  selectiva	  (Birrer	  et	  al.,	  1981,	  Carabaña,	  1997,	  Woelk	  et	  al.,	  2001).	  
La	   introducción	  de	   la	  vacunación	  ha	  cambiado	   la	  epidemiología	  del	   sarampión.	  
En	   general,	   se	   han	   descrito	   tres	   patrones	   de	   distribución	   de	   genotipos	   del	   VS.	   En	  
aquellos	  países	  con	  sarampión	  endémico,	  la	  mayoría	  de	  los	  casos	  son	  causados	  por	  uno	  
o	   varios	   genotipos	   endémicos	   distribuidos	   geográficamente.	   En	   estos	   casos,	   	   esta	  
presente	   la	   circulación	   de	   múltiples	   linajes	   co-­‐circulando	   dentro	   del	   genotipo(s)	  
endémico(s).	   En	   países	   donde	   se	   ha	   conseguido	   eliminar	   el	   sarampión,	   los	   pequeños	  
casos	   que	   se	   dan	   son	   resultado	   de	   un	   número	   de	   genotipos	   diferentes	   que	   reflejan	  
varias	   fuentes	   de	   importación	   debido	   a	   fallos	   vacunales	   primarios	   en	   lactantes	   o	  
secundarios	  (no	  respondedores)	  por	  compromiso	   inmunológico,	  sugiriendo	  así	   la	  falta	  
de	   una	   transmisión	   sostenida	   de	   un	   genotipo	   endémico.	   El	   tercer	   patrón	   ocurre	   en	  
países	  con	  altas	  tasas	  de	  vacunación	  pero	  que	  debido	  a	  la	  incapacidad	  de	  sostener	  este	  
nivel	   de	   cobertura	   vacunal	   (≥95%),	   experimentan	   un	   incremento	   en	   el	   número	   de	  
individuos	   susceptibles.	   En	   esa	   situación,	   la	   reintroducción	   del	   sarampión	   resulta	   en	  
grandes	  brotes	  con	  un	  único	  genotipo	  del	  virus	  con	  secuencias	  casi	  idénticas	  (Rima	  et	  al.,	  
1995,	  Rima	  et	  al.,	  1997,	  Chibo	  et	  al.,	  2000,	  Santibañez	  et	  al.,	  2002,	  Waku-­‐Kouomou	  et	  al.,	  
2010).	  
	  
2.3.1	  Genotipos	  de	  sarampión	  circulantes	  en	  la	  Comunidad	  de	  Madrid.	  
	  
En	  España,	  antes	  de	  la	  difusión	  de	  la	  vacuna	  en	  1981	  y	  de	  la	  puesta	  en	  marcha	  del	  
plan	  de	  eliminación	  del	  sarampión	  en	  el	  año	  2001,	  haciendo	  obligatoria	  la	  declaración	  de	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cualquier	  caso	  de	  sarampión,	  se	  detectaron	  los	  genotipos	  C1,	  C2,	  D6	  y	  F.	  La	  secuencias	  
del	  genotipo	  F	  se	  obtuvieron	  de	  pacientes	  con	  SSPE	  que	  habían	  contraído	  el	  sarampión	  
en	  los	  años	  60.	  Entre	  1970	  y	  1979	  se	  piensa	  que	  el	  genotipo	  era	  el	  C1.	  Posteriormente	  el	  
genotipo	  C2	  predominó	  en	   1992	  y	   1993	  pero	   fue	   reemplazado	  por	  el	  D6	  en	   1998,	  que	  
circulaba	  en	  España	  desde	  1993	  a	  1997.	  Este	  patrón	  es	  típico	  de	  países	  con	  circulación	  de	  
VS	  endémica	  y	  una	  alta	  incidencia	  de	  sarampión	  (Fernandez-­‐Munoz	  et	  al.,	  1999).	  Desde	  
el	   2001	   hasta	   el	   2005,	   se	   han	   detectado	   tanto	   en	   forma	   de	   brotes	   como	   de	   casos	  
esporádicos	  el	  genotipo	  D7,	  que	  circulaba	  por	  el	  resto	  de	  Europa	  en	  ese	  mismo	  periodo,	  
como	   los	   genotipos	   B3,	   C2	   y	   D4,	   en	   casos	   esporádicos	   de	   origen	   importado	   o	  
desconocido	   (Fernández-­‐Muñoz	  et	  al.,	   2008,	  Mosquera	  y	  Echevarría,	  2008).	  Entre	  el	  9	  
de	  Enero	  y	  el	  25	  de	  Julio	  del	  2006,	  se	  produjo	  un	  brote	  importante	  por	  genotipo	  B3	  en	  
Madrid,	  con	  174	  casos	  identificados,	  de	  los	  cuales	  un	  50%	  precisaron	  ingreso	  hospitalario	  
y	  7	  sufrieron	  complicaciones.	  El	  caso	  índice	  de	  este	  brote	  procedía	  de	  Doncaster,	  Reino	  
Unido	  (Garcia-­‐Comas,	  2006).	  En	  el	  año	  2008	  se	  detectó	  el	  genotipo	  B3	  en	  las	  localidades	  
de	  Alcorcón	  y	  San	  Sebastián	  de	   los	  Reyes,	   correspondiendo	  a	  esta	  última	   localidad	  el	  
caso	   índice:	   un	   niño	   de	   Guinea	   Ecuatorial	   cuya	   secuencia	   muestra	   gran	   similitud	   con	  
aquellas	  encontradas	  en	  esta	  zona	  geográfica.	  En	  Mayo	  de	  2008,	  hubo	  un	  brote	  debido	  
al	  genotipo	  D4.4	  con	  secuencia	  idéntica	  a	  la	  de	  aquellos	  casos	  que	  estaban	  ocurriendo	  
en	  Algeciras	  en	  el	  mismo	  periodo	  de	  tiempo.	  Por	  otro	  lado,	  en	  este	  periodo	  se	  detectó	  
un	  caso	  aislado	  de	  genotipo	  D9,	  con	  procedencia	  desconocida.	  En	  el	  año	  2010,	  se	  volvió	  
a	   detectar	   el	   genotipo	   B3	   en	   un	   adulto	   con	   antecedente	   de	   viaje	   a	   la	   Comunidad	  
Valenciana.	  Desde	  mediados	  de	  mayo	  hasta	  final	  de	  año	  se	  notificaron	  11	  casos	  aislados	  -­‐	  	  
6	  de	  ellos	   con	  genotipo	  D4	   -­‐	   para	   los	  que	  no	   se	  ha	  podido	  establecer	  ningún	   tipo	  de	  
vinculo.	  Otro	  caso	  aislado	  es	  el	  una	  mujer	   joven	  con	  antecedente	  de	  haber	  viajado	  en	  
avión	  desde	  el	  Reino	  Unido.	  Este	  caso	  pertenece	  a	  una	  agrupación	  de	  casos	  notificados	  
en	  cinco	  países	  europeos	  en	  los	  que	  se	  identificó	  una	  cepa	  desconocida	  previamente,	  el	  
genotipo	  G3	   (Brown	   et	   al.,	   2011).	   Este	  genotipo	  es	   endémico	  en	   el	   Sudeste	  Asiático	   y	  
desde	  Madrid	   se	   exportó	   al	   País	   Vasco	   (Cilla	   et	   al.,	   2011).	   	   Los	   casos	   de	   genotipo	  H1	  
detectado	   en	   Noviembre	   del	   2010	   proceden	   de	   dos	   casos	   importados	   de	   China,	   dos	  
niños	  de	  12	  meses	  y	  2	  años	  	  y	  un	  tercer	  caso	  posterior,	  que	  es	  	  un	  lactante	  de	  5	  meses.	  
En	  este	  periodo	  de	  tiempo	  entre	  2010	  y	  2012,	  se	  ha	  registrado	  la	  tasa	  de	  incidencia	  más	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alta	   desde	   la	   implantación	   del	   Plan	   de	   Eliminación	   del	   Sarampión:	   7,56/100.000	  
habitantes	  (López-­‐Perea	  et	  al.,	  2011).	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Figura	  9.	  Virus	  del	  sarampión	  aislados	  y	  genotipados	  en	  la	  Comunidad	  de	  Madrid.	  Aislamientos	  de	  VS	  de	  
muestras	   de	   pacientes	   realizados	   en	   la	   unida	   de	   virología	   del	   Hospital	   Ramón	   y	   Cajal.	   Salvo	  
especificación,	   cada	   flecha	   indica	   un	   aislamiento	   distinto.	   Se	   indica	   la	   procedencia	   cuando	   se	   tienen	  
certeza	  de	  la	  misma.	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2.4	  	  	  Inmunología	  humana	  de	  la	  infección	  
	  
	   La	  respuesta	  inmune	  frente	  al	  VS	  es	  importante	  para	  la	  eliminación	  del	  virus	  y	  la	  
recuperación	  de	  la	   infección,	  así	  como	  para	  varias	  de	  las	  manifestaciones	  clínicas	  de	  la	  
infección	  y	  el	  establecimiento	  de	  una	  inmunidad	  protectora	  duradera	  (Griffin,	  2010).	  El	  
papel	   de	   los	   distintos	   componentes	   de	   la	   respuesta	   inmune	   se	   ha	   deducido	   de	   la	  
infección	  de	  pacientes	  con	  distintas	  deficiencias	  y	  de	  estudios	  con	  modelos	  de	  macaco	  
(de	  Swart,	  2009).	  Aunque	  es	  difícil	  aislar	  el	  VS	  una	  vez	  el	  exantema	  ha	  desaparecido,	  el	  
ARN	  viral	  puede	  detectarse	  hasta	  tres	  meses	  transcurrida	  la	  infección	  (Lin	  et	  al.,	  2012).	  
En	  general,	  pacientes	  con	  déficits	  en	   la	  producción	  de	  anticuerpos	  se	   recuperan	  de	   la	  
infección	  sin	  complicaciones,	  mientras	  que	  aquellos	  con	  déficits	  en	  la	  respuesta	  inmune	  
celular,	   desarrollan	   una	   enfermedad	   progresiva	   y	   mortal	   (Burnet,	   1968,	   Griffin	   et	   al.,	  
2012).	  
	  
2.4.1	  Respuesta	  inmune	  innata	  
	  
	   La	   infección	   de	   algunos	   tipo	   celulares	   in	   vitro	   induce	   la	   producción	   de	   IFN-­‐α	   e	  
IFN-­‐β,	  pero	   la	  producción	  de	   IFN	  por	  cepas	  salvajes	  es	  por	   lo	  general	  menos	  eficiente	  
que	   para	   las	   cepas	   vacunales	   y	   hay	   pocas	   evidencias	   de	   su	   producción	   in	   vivo	  
(Fernández-­‐Muñoz	  et	  al.,	  2000,	  Naniche	  et	  al.,	  2000,	  Takayama	  et	  al.,	  2012,	  Devaux	  et	  al.,	  
2013).	  Se	  ha	  descrito	  como	  el	  VS	  activa	  la	  ruta	  de	  señalización	  en	  la	  que	  están	  implicados	  
los	   factores	  de	   transcripción	  NFκB	  e	   IRF-­‐3,	  pero	  del	  mismo	  modo	   la	  activación	  difiere	  
entre	  cepas,	  es	  específico	  del	   tipo	  celular	  y	  está	  altamente	  regulado	  por	   las	  proteínas	  
virales	  P,C	  y	  V	   (Helin	   et	  al.,	  2001,	  Litón,	  2001,	   tenOever	   et	  al.,	  2002,	  Duhen	   et	  al.,	  2010,	  
Sparrer	  et	  al.,	  2012).	  
	  
2.3.2	  Respuesta	  inmune	  celular	  
	  
	   La	  respuesta	   inmune	  celular	  es	  responsable	  para	  el	  desarrollo	  del	  característico	  
exantema	   producido	   por	   el	   VS,	   cuando	   se	   incrementan	   los	   niveles	   de	   CD8	   soluble	   y	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microglubulina	   β2	   (Griffin	   et	   al.,	   1989,	   Griffin	   et	   al.,	   1990,	   Griffin	   et	   al.,	   1992).	   Esta	  
respuesta	   inmune	  celular	   también	  es	   importante	  para	  el	  desarrollo	  de	  una	   inmunidad	  
protectora.	   Varías	   líneas	   de	   investigación	   sugieren	   que	   los	   linfocitos	   T	   CD8+	   son	  
particularmente	   importantes	   en	   el	   control	   y	   eliminación	   del	   VS	  mientras	   las	   células	   T	  
CD4+	  son	  esenciales	  para	  el	  desarrollo	  de	  una	  respuesta	  de	  anticuerpos	  que	  es	  madura	  
en	   términos	   de	   avidez,	   isotipo	   y	   durabilidad	   (Permar	   et	   al.,	   2003,	   Griffin	   y	   Pan,	   2009,	  
Griffin,	   2010,	   Griffin	   et	   al.,	   2012).	   Aunque	   todas	   las	   principales	   proteínas	   del	   VS	   son	  
reconocidas	   por	   las	   células	   T	   en	   el	   contexto	   de	   las	  moléculas	  MHC	   de	   clase	   I	   y	   II,	   la	  
proteína	  H-­‐VS	  contiene	  la	  mayoría	  de	  los	  epítopos	  reconocidos	  por	  la	  molécula	  de	  clase	  I	  
HLA-­‐A2	  (Griffin,	  1995,	  Van	  Els	  y	  Nanan,	  2002,	  Oh	  et	  al.,	  2006,	  Ota	  et	  al.,	  2007).	  	  
	   Previo	  a	  la	  aparición	  del	  exantema,	  durante	  el	  periodo	  prodrómico,	  los	  niveles	  de	  
IFN-­‐γ,	  neopterina	  y	  	  el	  receptor	  soluble	  de	  IL-­‐2	  aumentan	  (Griffin	  et	  al.,	  1994,	  Griffin	  et	  al.,	  
2008).	  El	  periodo	  exantémico	   se	   caracteriza	  por	  el	   incremento	  en	   IL-­‐2,	   seguido	  por	   la	  
elevación	  en	  los	  niveles	  de	  IL-­‐4,	  IL-­‐5,	  IL-­‐10	  e	  IL-­‐13	  según	  el	  exantema	  va	  desapareciendo	  
(Griffin	   y	  Ward,	   1993,	  Moss	   et	   al.,	   2002,	  Moss	   et	   al.,	   2004).	   Ese	   patrón	   de	   citoquinas	  
sugiere	  una	  activación	  de	  las	  células	  T	  CD8+	  (IFN-­‐γ)	  y	  CD4+	  TH1	  I	  (IFN-­‐γ	  e	  IL-­‐2)	  durante	  el	  
periodo	  exantémico,	  seguido	  por	  la	  activación	  de	  las	  células	  T	  CD4+	  TH2	  (IL-­‐4,	  IL-­‐5	  e	  IL-­‐13)	  
y	   T	   reguladoras	   (Tr1)	   posteriormente	   durante	   la	   fase	   convalencencia	   (IL-­‐10).	   Se	   ha	  
sugerido	  que	   estos	   cambios	   en	   los	   niveles	   de	   citoquinas	   son	  una	  manifestación	  de	   la	  
inmunosupresión	  que	   acompaña	   a	   la	   infección	  por	   el	   VS	   y	   que	   se	  mantiene	  por	   unos	  
meses	  tras	   la	  normalización	  de	   la	  citopenia	  aguda,	   lo	  que	  conlleva	   la	  susceptibilidad	  a	  
infecciones	  secundarias	  en	  los	  pacientes	  (Permar	  et	  al.,	  2006,	  Brooks	  et	  al.,	  2010,	  Griffin,	  
2010).	   Esta	   inmunosupresión	   parece	   ser	   debida,	   según	   infección	   experimental	   en	  
macacos,	   a	   la	   destrucción	  por	   el	   virus	   de	   los	   linfocitos	   T	  memoria	   (CD45RA-­‐)	   y	   de	   los	  
linfocitos	  B	  foliculares	  (de	  Vries	  et	  al.,	  2012).	  
	  
2.4.3	  Respuesta	  inmune	  humoral	  
	  
	   Los	   anticuerpos	   específicos	   del	   VS	   son	   detectados	   en	   el	   inicio	   del	   periodo	  
exantemático,	   a	   partir	   del	   cual	   su	   título	   aumenta	   rápidamente	   hasta	   al	   alcanzar	   su	  
máximo	  una	  o	  dos	  semanas	  después	  (Bech,	  1959,	  Graves	  et	  al.,	  1984).	  Estudios	  sobre	  la	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cinética	  de	  la	  producción	  de	  los	  anticuerpos	  han	  mostrado	  que	  el	  77%	  de	  los	  pacientes	  
desarrollan	  IgM	  específica	  del	  VS	  dentro	  de	  las	  72	  horas	  del	  periodo	  exantemático.	  A	  los	  
11	  días,	  el	  100%	  de	  los	  pacientes	  presentan	  IgM,	  la	  cual	  se	  mantiene	  durante	  28	  días	  en	  el	  
90%	  de	  los	  casos.	  La	  respuesta	  IgG	  se	  genera	  pocos	  días	  mas	  tarde	  a	   los	  de	  clase	  IgM,	  
con	  el	  100%	  de	  los	  pacientes	  mostrando	  anticuerpos	  IgG	  específico	  del	  VS	  a	  los	  tres	  días	  
del	   periodo	   exantemático	   (Bouche	   et	   al.,	   2002).	   Las	   subclases	   IgG1	   e	   IgG3	   son	  
predominantes	  en	  la	  fase	  aguda	  de	  la	  enfermedad,	  seguidas	  de	  IgG2	  e	  IgG4	  (El	  Mubarak	  
et	  al.,	  2004).	  Sin	  embargo,	  en	  la	  memoria	  	  a	  largo	  plazo,	  son	  las	  subclases	  IgG1	  e	  IgG4	  las	  
que	   predominan	   (Isa	   et	   al.,	   2001,	   El	   Mubarak	   et	   al.,	   2004,	   Griffin	   et	   al.,	   2008).	   	   Los	  
anticuerpos	  son	  inducidos	  frente	  a	  la	  mayoría	  de	  las	  proteínas	  virales	  pero	  aparecen	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Figura	  10.	  Dinámica	  de	  la	  producción	  de	  anticuerpos,	  células-­‐T	  y	  ARN	  viral.	  (A)	  Resultados	  de	  
la	   viremia,	   ARN	   viral,	   producción	   de	   IFN-­‐γ	   específico	   del	   VS	   y	   título	   de	   anticuerpos	  
neutralizantes	  representados	  como	  media	  de	  estudios	  realizados	  en	  modelo	  de	  macaco	  con	  las	  
respectivas	  desviaciones	  estándar.	  La	  respuesta	  de	  células	  T	  está	   calculada	   como	   la	   suma	  de	  
las	   respuestas	  de	   IFN-­‐γ	  específico	  para	  H,	   F	   y	  N,	   representado	  en	  una	   escala	   lineal	  de	  0-­‐800	  
células	   formadoras	   de	   color	   por	   cada	   	   106	   PBMC.	   Los	   datos	   de	   respuesta	   de	   anticuerpos	   se	  
representan	  en	  una	  escala	   lineal	  basada	  en	  el	   título	  neutralizante	  de	  0-­‐8.000.	  La	  viremia	   y	   el	  
ARN	  viral	  se	  representan	  en	  escala	  logarítmica	  con	  un	  eje	  de	  	  ordenadas	  de	  0-­‐5	  logaritmos	  del	  
título	   viral	   determinado	   en	   TICD50	   por	   cada	   106	   PBMC	   o	   0-­‐105	   	   copias	   ARN	   viral/copias	   gen	  
celular	   GAPDH	   x	   5.000.	   Diagrama	   esquemático	   extraímeales	   do	   de	   Lin	   et	   al.,	   2012.	   (B)	  
Porcentaje	  de	  muestras	  de	  suero	  de	  pacientes	  con	  anticuerpos	  frente	  a	  distintas	  proteínas	  del	  
VS,	  determinado	  por	   inmunoprecipitación.	   Imagen	  adaptada	  de	  Griffin	  et	   al.,	  2007;	   Lin	  et	   al.,	  
2012.	  .	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primero	  y	  son	  mas	  abundantes,	  frente	  a	  la	  proteína	  N	  y	  después	  frente	  a	  las	  proteínas	  H	  
y	  F	   	   (Norrby	   et	   al.,	   1981,	  Sheshberadaran	   et	   al.,	   1983,	  Graves	   et	   al.,	   1984).	  Debido	  a	   su	  
abundancia,	   la	  ausencia	  de	  anticuerpos	  αN	  son	  un	  indicador	  fiable	  de	  seronegatividad.	  
Estos	   anticuerpos	   	   pueden	   ser	   neutralizantes	   o	   no	   neutralizantes,	   determinando	   su	  
funcionalidad	   in	   vitro	  mediante	   ensayos	  de	  neutralización	  del	   virus	  o	   ensayos	   IHA.	   La	  
presencia	   de	   estos	   anticuerpos	   neutralizantes	   correlacionan	   con	   la	   protección	   en	   el	  
momento	  de	  exposición	  al	  VS,	  considerándose	  como	   indicador	  de	  protección	  un	  nivel	  
superior	  a	  0,1-­‐0,2	  UI/mL	  (Chen	  et	  al.,	  1990,	  Samb	  et	  al.,	  1995).	  Estos	  anticuerpos	  también	  
podrían	   influir	   en	   el	   fracaso	   en	   la	   vacunación	   a	   temprana	   edad	   debido	   a	   que	   los	  
anticuerpos	   que	   el	   recién	   nacido	   ha	   recibido	   de	   la	   madre	   transplacentariamente	  
inhibirían	   la	   respuesta	   de	   las	   células	   B	   (Siegrist,	   2003,	   Kim	   et	   al.,	   2011).	   De	   todos	   los	  
anticuerpos	  neutralizantes,	   un	  90%	  de	   los	  mismos	   son	  específicos	  de	  H-­‐VS,	   con	  el	   10%	  
restante	   dirigidos	   frente	   a	   F-­‐VS	   (Giraudon	   y	   Wild,	   1985,	   de	   Swart	   et	   al.,	   2005).	   La	  
naturaleza	   monoserotípica	   del	   VS	   precluye	   la	   inmunidad	   cruzada	   entre	   los	   distintos	  
genotipos	   del	   virus:	   los	   anticuerpos	   generados	   tras	   la	   infección	   por	   un	   genotipo	  
determinado,	   neutralizan	   in	   vitro	   y	   protegen	   frente	   a	   infecciones	   posteriores	   por	  
cualquiera	   de	   los	   otros	   genotipos	   (Bellini	   et	   al.,	   1994,	   Bellini	   y	   Rota,	   1998).	   	   Se	   ha	  
documentado	  que	  distintos	  vectores	   recombinantes	  codificando	   las	  glucoproteínas	  H-­‐
VS	  y	  F-­‐VS,	   inducen	  anticuerpos	  neutralizantes	  que	  protegen	  de	   la	   infección	  en	  modelo	  
de	  macacos	  (Polack	  et	  al.,	  2000,	  Pan	  et	  al.,	  2010).	  Del	  mismo	  modo,	  la	  ausencia	  de	  estos	  
anticuerpos	  neutralizantes	  subyace	  al	   fracaso	  de	   las	  nuevas	  estrategias	  de	  vacunación	  
(Lin	  et	  al.,	  2014).	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  	  
	  
	  
	  	  	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
3.	  	  Objetivos	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Basándonos	   	   en	   que	   la	   proteína	   hemaglutinina	   del	   virus	   del	   sarampión	   (H-­‐VS)	  
representa	   la	   principal	   diana	   de	   los	   anticuerpos	   neutralizantes	   tras	   la	   infección	   natural	   o	  	  
vacunación,	   y	   dada	   	   la	   diversidad	   genética	   de	   este	   virus	   del	   que	   se	   han	   identificado	   24	  
genotipos,	  establecimos	  los	  siguientes	  objetivos	  concretos:	  
	  
1. Cuantificar	   la	   tasa	   de	   mutación	   en	   la	   hemaglutinina	   (H-­‐VS)	   comparada	   con	   	   otros	  
genes	   del	   virus	   del	   sarampión	   a	   lo	   largo	   de	   un	   brote	   epidémico,	   causado	   por	   	   la	  
llegada	  del	  extranjero	  de	  una	  persona	  infectada	  por	  un	  determinado	  genotipo	  de	  VS,	  	  
en	  una	  población	  con	  un	  alto	  cumplimiento	  del	  programa	  de	  vacunación.	  
	  	  
2. Identificar	  y	  caracterizar	  en	  H-­‐VS	  los	  epítopos	  implicados	  en	  la	  neutralización	  de	  los	  
distintos	  genotipos	  del	  virus	  y	  desarrollar	  un	  procedimiento	  de	  competición	  por	   la	  
unión	   a	   H-­‐VS	   en	   su	   conformación	   nativa	   oligomérica	   con	   F-­‐VS,	   de	   anticuerpos	  
monoclonales	  marcados	  y	  sueros	  de	  personas	  con	  infección	  previa	  por	  VS	  	  y	  poder	  
así	   determinar	   su	   inmunogenicidad	   e	   inmunodominancia	   en	   la	   infección	   natural	   y	  
vacunación.	  
	  
3. Identificar	   mAbs	   con	   regiones	   Fab	   homogéneas,	   con	   alta	   potencia	   	   y	   amplio	  
espectro	   neutralizante	   	   de	   los	   distintos	   genotipos	   del	   VS,	   para	   	   el	   estudio	  
cristalográfico	  por	  difracción	  de	   rayos-­‐X	  de	   la	   estructura	  del	   complejo	  H-­‐VS:mAb	  y	  
contribuir	   al	  diseño	  de	  mAb	  “humanizados”	   	   con	   fines	   terapéuticos	  y	  profilácticos	  
dado	  que	  no	  se	  dispone	  actualmente	  de	  antivirales	  efectivos	  frente	  a	  VS.	  
	  
4. Determinar	   si	   las	   diferencias	  de	   afinidad,	  medidas	  por	   	   las	   constantes	   cinéticas	  de	  
unión	  de	  los	  anticuerpos	  monoclonales	  a	  la	  proteína	  H-­‐VS	  mediante	  SPR	  (BIAcore),	  
se	  correlacionan	  con	   	   las	  diferencias	  observadas	  en	   la	  neutralización	  de	   los	  virus	   in	  
vitro.	  
	   5. Determinar	   las	   afinidades	  de	  unión	  de	   cada	  uno	  de	   los	   receptores	  para	  VS	   (CD46,	  
CD150	  (SLAM)	  y	  Nectina	  4)	  a	  la	  proteína	  H-­‐VS	  de	  distintos	  genotipos	  	  clonada	  a	  partir	  
de	  muestras	  de	  sangre,	  orina	  y	  exudado	  faríngeo	  	  de	  pacientes	  con	  sarampión	  o	  de	  
cerebro	  de	  autopsias	  de	  pacientes	  con	  SSPE.	  	  	  	  
	  	  
	  	   	  	  	   	  
	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
4.	  	  Materiales	  y	  	  
métodos	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4.1	  	  	  	  Materiales	  
	  
4.1.1	  	  Productos	  químicos	  y	  consumibles.	  
	  
A	  falta	  de	  especificación	  concreta,	  	  todos	  los	  productos	  químicos	  empleados	  	  se	  
obtuvieron	  de	   las	   compañías	  Merck	   (Darmstadt,	  Alemania),	   Sigma-­‐Aldrich	   (Steinheim,	  
Alemania;	  St	  Louis,	  MO,	  USA)	  o	  Bio-­‐Rad	  (Hercules,	  CA,	  USA).	  A	  su	  vez,	  los	  consumibles	  
para	  cultivos	  celulares	  	  y	  técnicas	  de	  biología	  molecular	  se	  obtuvieron	  de	  las	  compañías	  
Eppendorf	   (Hamburgo,	   Alemania)	   BD™	   (Palo	   Alto,	   CA,	   USA),	   Sarstedt	   	   (Numbrecht,	  
Alemania),	   Greiner	   (Nürtinger,	   Alemania),	   Nunc	   (Wiesbaden,	   Alemania)	   o	   Costar®	  
(Costar	  Inc.,	  Cambridge,	  USA)	  
	  
4.1.2	  	  Enzimas,	  inhibidores	  y	  antibióticos	  
	  
Enzima	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Procedencia	  
Procedencia	  
Endonucleasas	  de	  restricción	   New	  England	  BioLabs	  Inc.	  (Beverly,	  MA,	  USA)	  
ADN	  Ligasa	  T4	   New	  England	  BioLabs	  Inc.	  
ADN	  Polimerasa	  GoTaq	  Flexi	   Promega	  (Madison,	  WI,	  USA)	  
SuperScript™	  II	  Reverse	  
Transcriptase	  
Invitrogen	  (California,	  CA,	  USA)	  
	  
Inhibidores	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Procedencia	  
Procedencia	  
	  
Aprotinina	  (inhibidor	  de	  proteasas)	  
	  
Roche	  (Manheim,	  Alemania)	  
RNasin®	  (Inhibidor	  de	  ribonucleasas)	   Promega	  
	  
Antibióticos	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Procedencia	  
Procedencia	  
	  
Ampicilina	  
	  
Gibco-­‐BRL	  (California,	  CA,	  USA)	  
Geneticina	  (G418)	   Gibco-­‐BRL	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Gentamicina	   Gibco-­‐BRL	  
Anfotericina	  B	   Gibco-­‐BRL	  
Penicilina	   Gibco-­‐BRL	  
Estreptomicina	   Gibco-­‐BRL	  
	  
4.1.3	  	  Kits	  
	  
Kits	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Procedencia	  
Procedencia	  
	  
RNeasy	  Mini	  Kit®	  
	  
Qiagen	  (Valencia,	  CA,	  USA)	  
	  
	  
QIAGEN®	  Plasmid	  Mini,	  Midi	   Qiagen	  
QIAquick®	  Gel	  Extraction	  Kit	   Qiagen	  
Mouse	  Monoclonal	  Isotyping	  Reagent	   Sigma	  
Mouse	  Monoclonal	  Antibody	  Isotyping	  
Kit	  (HRP/ABTS)	  
Pierce	  (Rockford,	  IL,	  USA)	  
Calbiochem®	  Hybridoma	  Subisotyping	  
Kit,	  mouse	  
Merck	  Chemicals	  (Darmstadt,	  Alemania)	  
Enzygnost®	  anti-­‐measles	  virus/Ig	   Siemens	  Healthcare	  Diganostics	  Inc,	  
(Dade	  Behring,	  Alemania)	  
EZ-­‐Link™	  Plus	  Activated	  Peroxidase	   Thermo-­‐Scientific	  (Rockford,	  IL,	  USA)	  
Micro	  BCA™	  protein	  assay	  kit	   Thermo-­‐Scientific	  
Mycoplasma	  Detection	  Kit	   Roche	  
	  
	  
	  
	  
4.1.4	  	  Anticuerpos	  y	  sueros	  
	  
	   Los	  anticuerpos	  utilizados	  en	  este	  estudio	  se	  resumen	  en	  la	  siguiente	  tabla:	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Anticuerpo	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Característica	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Procedencia	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Característica	  
Procedencia	  
Anticuerpos	  primarios	  frente	  a	  proteínas	  del	  virus	  	  
	  
3C4	  
Ascites	  de	  ratón	  conteniendo	  anticuerpo	  
monoclonal	  contra	  la	  proteína	  N	  del	  VS.	  
Unidad	  de	  Virología	  de	  Hospital	  
Ramón	  y	  Cajal,	  Madrid	  
I29	  
Ascites	  de	  ratón	  conteniendo	  anticuerpo	  
monoclonal	  contra	  la	  proteína	  H	  del	  VS.	  
Cedido	  por	  el	  Dr.	  Erling	  Norrby	  
(Sheshberadaran	  et	  al.,	  1983)	  
I41	  
Ascites	  de	  ratón	  conteniendo	  anticuerpo	  
monoclonal	  contra	  la	  proteína	  H	  del	  VS.	  
Cedido	  por	  el	  Dr.	  Erling	  Norrby	  
(Sheshberadaran	  et	  al.,	  1983)	  
Cl55	  
Anticuerpo	  monoclonal	  generado	  en	  
ratón	  que	  reconoce	  la	  proteína	  H	  del	  VS.	  
ECACC	  (Cat.	  No.	  95040311)	  
(Giraudon	  y	  Wild,	  1985)	  
8905	  
Ascites	  de	  ratón	  que	  reconoce	  la	  
proteína	  H	  del	  VS.	  
Millipore	  (Billerica,	  MA)	  
16CD11	  
Anticuerpo	  monoclonal	  generado	  en	  
ratón	  que	  reconoce	  la	  proteína	  H	  del	  VS.	  
Cedido	  por	  el	  Dr.	  Erling	  Norrby	  
(Sheshberadaran	  et	  al.,	  1983)	  
12CA5	  y	  
3F10	  	  
Anticuerpo	  monoclonal	  generado	  en	  
ratón	  que	  reconoce	  el	  epítopo	  A	  de	  la	  
hemaglutinina	  del	  virus	  de	  la	  gripe	  
Roche	  
926	  
	  	  
Anticuerpo	  monoclonal	  generado	  en	  
ratón	  que	  reconoce	  la	  proteína	  E1	  del	  
virus	  de	  la	  Rubeola	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Millipore	  
	  
	  
	  
	  
	  
Anticuerpos	  primarios	  frente	  a	  proteínas	  celulares	  
	  
IPO-­‐3	  
	  
	  
Anticuerpo	  monoclonal	  generado	  en	  
ratón	  que	  reconoce	  SLAM	  humano	  
(CDw150)	  
	  
Kamiya	  Biomedical	  Company	  
(Seattle,	  WA,	  USA	  (San	  Diego,	  
CA,	  USA)	  
TRA-­‐2-­‐10	   Anticuerpos	  monoclonal	  generado	  en	   BioLegend®	  (San	  Diego,	  CA,	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ratón	  que	  reconoce	  CD46	  humano	   USA)	  
Anticuerpos	  primarios	  frente	  a	  inmunoglobulinas	  
	  
Cabra	  αIgG1	  de	  
ratón	  
Anticuerpo	  policlonal	  generado	  en	  cabra	  
frente	  a	  IgG1	  de	  ratón	  
Thermo	  Scientific	  
Cabra	  αIgG2a	  
de	  ratón	  
Anticuerpo	  policlonal	  generado	  en	  cabra	  
frente	  a	  IgG2b	  de	  ratón	  
Sigma	  
Cabra	  αIgG2b	  
de	  ratón	  
Anticuerpo	  policlonal	  generado	  en	  cabra	  
frente	  a	  IgG2b	  de	  ratón	  
Sigma	  
Anticuerpos	  primarios	  usados	  como	  estándares	  
	  
IgG1	   Anticuerpo	  monoclonal	  de	  ratón	  de	  isotipo	  IgG1;	  clon	  
CT6	  
Thermo	  Scientific	  	  	  
IgG2a	  
Anticuerpo	  monoclonal	  de	  ratón	  de	  isotipo	  IgG2a;	  Clon	  
ZX4	  
Thermo	  Scientific	  
IgG2b	  
	  
Anticuerpos	  monoclonal	  de	  ratón	  de	  isotipo	  IgG2b;	  clon	  
TEN-­‐0	  
Thermo	  Scientific	  
Anticuerpos	  conjugados	  (inmunofluorescencia)	  
	  
	  
Conejo	  αIgG	  
de	  cabra-­‐FITC	  
	  
Anticuerpo	  policlonal	  generado	  en	  conejo	  frente	  
a	  IgG	  de	  cabra	  conjugado	  con	  FITC	  
	  
Sigma-­‐Aldrich	  
Cabra	  αIgG	  de	  
humano-­‐FITC	  
Anticuerpo	  policlonal	  generado	  en	  cabra	  frente	  
a	  IgG	  de	  humano	  conjugado	  con	  FITC	  
Tago Inc. 
(Burlingame, 
CA) 
Cabra	  αIgG	  de	  
ratón-­‐FITC	  
Anticuerpo	  policlonal	  generado	  en	  cabra	  frente	  
a	  IgG	  de	  humano	  conjugado	  con	  FITC	  
 
Tago Inc. 
Materiales	  y	  métodos	  
	   57	  
Cabra	  αIgG	  de	  
ratón-­‐FITC	  
Anticuerpo	  policlonal	  generado	  en	  cabra	  
frente	  a	  IgG	  de	  humano	  conjugado	  con	  FITC	  
 
BD Bioscience 
Cabra	  αIgG	  de	  
conejo-­‐FITC	  
Anticuerpo	  policlonal	  generado	  en	  cabra	  
frente	  a	  IgG	  de	  conejo	  conjugado	  con	  FITC	  
	  
Thermo	  Scientific	  
Anticuerpos	  conjugados	  (ELISA)	  
	  
	  
Cerdo	  αIgG	  de	  
cabra-­‐HRP	  
	  
Anticuerpo	  policlonal	  generado	  en	  cerdo	  
frente	  a	  IgGs	  de	  cabra	  conjugado	  con	  HRP	  
	  
Thermo	  Scientifc	  
Cabra	  αIgG	  de	  
humano-­‐
Biotina	  
Anticuerpo	  policlonal	  generado	  en	  cabra	  que	  
reconoce	  la	  IgG	  humana	  conjugado	  con	  biotina	  
Thermo	  Scientific	  
Avidina-­‐HRP	   Avidina	  conjugada	  a	  HRP	  (Immunopure®)	   Thermo	  Scientific	  
Cabra	  αIgG	  de	  
humano-­‐HRP	  
Anticuerpos	  policlonal	  generado	  en	  cabra	  
frente	  a	  IgGs	  de	  humano	  conjugado	  con	  HRP	  
BioSource	  
Cabra	  αIgG	  
ratón-­‐HRP	  
Anticuerpos	  policlonal	  generado	  en	  cabra	  
frente	  a	  IgGs	  de	  ratón	  conjugado	  con	  HRP	  
BioSource 
	  
Cabra	  αIgG	  
conejo-­‐HRP	  
Anticuerpos	  policlonal	  generado	  en	  cabra	  
frente	  a	  IgGs	  de	  conejo	  conjugado	  con	  HRP	  
BioSource	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   4.1.5	  Plásmidos	  
	  
Los	  plásmidos	  utilizados	  en	  este	  estudio	  se	  describen	  a	  continuación:	  
	  
pEF-­‐Fc-­‐CD46.	  Vector	  de	  expresión	  en	  células	  de	  mamífero	  derivado	  del	  vector	  pEF-­‐BOS	  
por	  inserción	  en	  el	  mismo	  del	  sitio	  multiclonaje	  y	  del	  ADN	  genómico	  de	  la	  región	  Fc	  de	  la	  
IgG1	  humana	  (región	  bisagra,	  dominios	  CH2	  y	  CH3)	  (Mizushima	  y	  Nagata,	  1990).	  Contiene	  
el	   gen	   que	   codifica	   para	   la	   forma	   soluble	   compuesta	   de	   las	   cuatro	   repeticiones	  
consenso	   cortas	   (SCR1	   a	   SCR4)	   de	   la	   proteína	   humana	   CD46	   entre	   las	   dianas	   de	  
restricción	  SalI	  y	  BamHI,	  mientras	  que	  la	  región	  Fc	  se	  encuentra	  entre	  las	  dianas	  BamHI	  
y	   NotI.	   La	   expresión	   de	   la	   proteína	   recombinante	   está	   dirigida	   bajo	   el	   promotor	  
constitutivo	  humano	   factor	  de	  elongación	   1	   alfa	   (EF-­‐1α).	  Como	  marcador	  de	   selección	  
contiene	  el	  gen	  de	  resistencia	  a	  ampilicina.	  Este	  vector	  fue	  generado	  y	  proporcionado	  
para	  este	  estudio	  por	  el	  laboratorio	  del	  Dr.	  José	  María	  Casasnovas	  (Centro	  Nacional	  de	  
Biotecnología-­‐CSIC,	  Madrid).	  
	  
pEF-­‐Fc-­‐SLAM.	  Vector	   que	   dirige	   la	   expresión	   de	   la	   región	   extracelular	   	   de	   la	   proteína	  
humana	  SLAM	  fusionada	  a	  la	  región	  Fc	  de	  la	  IgG1	  de	  la	  misma	  especie.	  Su	  obtención	  ha	  
sido	  descrito	  anteriormente	  (Santiago	  et	  al.,	  2002).	  	  
	  
pcDNA3.1-­‐MVH1(Ed),	   pcDNA3.1-­‐MVH1(FV)	   y	   pcDNA3.1-­‐MVH2(DVG).	   	   Plásmidos	  
obtenidos	   en	   nuestro	   laboratorio	   y	   derivados	   del	   vector	   de	   expresión	   en	   células	   de	  
mamífero	   pcDNA™3.1	   (Invitrogen).	   Contienen	   el	   gen	   que	   codifica	   para	   la	   proteína	  
completa	   H-­‐VS	   perteneciente	   al	   virus	   vacunal	   Edmonston	   (genotipo	   A),	   el	   aislado	   FV	  
(genotipo	   C2)	   o	   el	   aislado	   DVG	   (genotipo	   B3.1),	   respectivamente.	   Dicho	   gen	   se	   ha	  
insertado	  en	  el	  sitio	  de	  multiclonaje	  utilizando	  como	  dianas	  de	  restricción	  HindIII	  y	  EcoRI	  
o	  HindIII	  y	  XhoI	  en	  el	  caso	  de	  pcDNA3.1-­‐MVH2(DVG).	  	  
	  
pGEM4Z-­‐MVH5(BCL).	   Contiene	   el	   gen	   completo	   VS-­‐H	   del	   aislado	   BCL	   (genotipo	   D6)	  
entre	  las	  dianas	  de	  restrición	  HindII	  y	  PstI	  del	  vector	  pGEM4Z	  de	  Promega.	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pGEM-­‐MVH1	  Nieto,	   pGEM-­‐MVH10	  EV,	   pGEM-­‐MVH20	  Moreno.	  Plásmidos	  derivados	  del	  
vector	  	  pGEM	  que	  contiene	  los	  genes	  completos	  que	  codifican	  para	  la	  proteína	  H-­‐VS	  de	  
los	   pacientes	   con	   panencefalitis	   SMA79	   (genotipo	   F),	   SMA94	   (genotipo	   F)	   y	   SMA84	  
(genotipo	   C1),	   respectivamente.	   La	   obtención	   de	   este	   vector	   ha	   sido	   descrito	   con	  
anterioridad	  (Carabaña,	  1997).	  
	  
pDisplay™.	  Vector	   de	   expresión	   en	   células	   de	  mamífero	   que	   permite	   la	   expresión	   de	  
proteínas	   en	   la	   superficie	   celular,	   suministrado	   por	   Invitrogen.	   Las	   proteínas	   son	  
fusionadas	   al	   extremo	   N-­‐terminal	   de	   la	   secuencia	   lider	   Ig	   κ	   murina,	   dirigiendo	   la	  
proteína	   a	   la	   ruta	   secretoria,	   y	   al	   extremo	  C-­‐terminal	  del	   dominio	   transmembrana	  del	  
receptor	   del	   factor	   de	   crecimiento	   derivado	   de	   plaquetas	   (PDGFR),	   anclando	   así	   la	  
proteína	  a	  la	  membrana	  plasmática.	  Las	  proteínas	  recombinantes	  expresadas	  continen	  
el	   epitopo	   A	   de	   la	   hemaglutinina	   del	   virus	   de	   la	   gripe	   (HA)	   para	   su	   detección	   y	  
purificación	  y	  su	  expresión	  está	  dirigida	  bajo	  el	  promotor	  del	  citomegalovirus	  humano	  
(CMV).	  Como	  marcadores	  de	  selección	  contiene	  el	  gen	  de	  resistencia	  a	  ampicilina	  para	  
la	  clonación	  en	  bacterias	  y	  el	  gen	  de	  resistencia	  a	  neomicina	  para	  la	  selección	  en	  células	  
eucariotas.	   Este	   vector	   se	   empleó	   para	   la	   secreción	   al	   medio	   de	   cultivo	   de	   la	   forma	  
soluble	   de	   la	   proteína	   H-­‐VS	   perteneciente	   a	   distintos	   genotipos	   del	   VS	   mediante	   la	  
escisión	  del	  dominio	  transmembrana	  del	  PDGFR	  del	  vector.	  
	  
4.1.6	  	  Oligonucleótidos	  
	  
Los	   oligonucleótidos	   utilizados	   para	   el	   análisis	   por	   PCR	   fueron	   sintetizados	   y	  
purificados	   en	   nuestro	   laboratorio	   o	   adquiridos	   a	   la	   compañía	   Sigma	   y	   aparece	  
detallados	  en	  la	  siguiente	  tabla:	  
	  
Oligonucleótido	   Gen	   Posición	  en	  el	  
genoma*	  
Secuencia	  (5´à3´)	  
	  
V417(+)	  
	  
N	  
	  
1.081-­‐1.105	  
	  
	  
	  
GT	  GCA	  GGA	  TCA	  TAC	  CCT	  CTG	  CTC	  TG	  
V418(+)	   N	   1.238-­‐1.261	   T	  TCC	  ACA	  TTG	  GCA	  TCT	  GAA	  CTC	  GG	  
V416(-­‐)	   	   1.905-­‐1.929	   	  CTG	  AT 	   TT	  CTG	  ACC	  A 	   G	  CC	  
V243(+)	   P	   1.754-­‐1.775	   CCA	  GGT	  CCA	  CAC	  AGC	  CGC	  CAG	  C	  
V166(+)	   P	   2.146-­‐2.167	   AT	  CAC	  AGC	  GG	  TGA	  AGC	  GGT	  TAA	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V163(+)	   P	   2.508-­‐2.537	   G	  AGA	  TTA	  GCC	  TCA	  TTT	  GGA	  ACG	  GAG	  ATC	  GC	  
V168(+)	   P	   2.769-­‐2.790	   AT	  TGA	  AAG	  GAG	  AAG	  TTG	  AGT	  CA	  
V167(-­‐)	   P	   2.191-­‐2.214	   TTC	  AAG	  GCC	  TGA	  TTG	  AAC	  CAT	  GAT	  
V36(-­‐)	   P	   2.636-­‐2.655	   CCT	  GTA	  TCA	  GTG	  CGG	  CAT	  TG	  
V169(-­‐)	   P	   2.881-­‐2.900	   C	  CTT	  CCA	  GGG	  TGG	  ATA	  TGC	  T	  
V170(-­‐)	   P	   3.138-­‐3.156	   GAC	  GGC	  TGA	  GCT	  CAT	  CTT	  T	  
V184(+)	   M	   3.406-­‐3.430	   AG	  GAG	  CAA	  AGT	  GAT	  TGC	  CTC	  CCA	  AG	  
V130(+)	   M	   3.694-­‐3.623	   A	  CCC	  GAA	  GAA	  CTC	  CTC	  AAA	  GAG	  GCC	  ACT	  GA	  
V158(+)	   M	   3.950-­‐3.977	   C	  ACC	  GTT	  CCT	  AGA	  AGA	  ATG	  CTG	  GAA	  TTC	  
V93(+)	   M	   4.203-­‐4.227	   CC	  AGT	  CTT	  CAC	  ATT	  AGA	  AGC	  AC	  AGG	  
	   	   	   	  V161(+)	   M	   4.444-­‐4.467	   AG	  ACC	  GTA	  GTG	  CCC	  AGC	  AAT	  GCC	  C	  
V131(-­‐)	   M	   4.016-­‐4.045	   CC	  ATG	  GCC	  AAT	  CGC	  CTT	  GTC	  AAT	  CCT	  AAG	  G	  
V175(-­‐)	   M	   4.453-­‐4.478	   	   GG	  TCG	  TTT	  TCG	  GGC	  ATT	  GCT	  GGG	  CAC	  
V180(-­‐)	   M	   3.441-­‐3.461	   	   T	  GCA	  CAC	  TTG	  GTT	  TGC	  GTT	  GA	  
V62(+)	   F	   4.874-­‐4.893	   	   CG	  TTA	  GGG	  CAA	  GGA	  ACA	  TAC	  AC	  
V202(+)	   F	   5.989-­‐5.113	   	   AGC	  CAG	  CAC	  CGC	  GAG	  GAA	  GCC	  CAC	  C	  
V242(+)	   F	   5.433-­‐5.457	   	   A	  ATC	  AAG	  ACT	  CAT	  CCA	  ATG	  TCC	  ATC	  
V117(+)	   F	   5.966-­‐5.991	   	   AG	  ATG	  ATA	  TTG	  GCT	  GTT	  CAG	  GGT	  GTC	  
V100(+)	   F	   6.402-­‐6.429	   	   G	  CCC	  AAG	  TAT	  GTT	  GCA	  ACC	  CAA	  GGG	  TAC	  
V256(+)	   F	   6.681-­‐6.709	   	   T	  GAC	  AAG	  ATC	  CTA	  ACA	  TAC	  ATT	  GCT	  GCC	  G	  
V116(-­‐)	   F	   5.134-­‐5.160	   	   AGG	  GTG	  GTC	  TGG	  GTT	  CTG	  GTT	  TGG	  TTG	  
V106(-­‐)	   F	   5.539-­‐5.567	   	   TCC	  TAC	  CAC	  CCC	  TAT	  CTT	  AGA	  GAG	  ATT	  GCC	  
V203(-­‐)	   F	   6.029-­‐6.053	   	   CC	  GAT	  TAA	  ATC	  ACA	  AGA	  TAG	  TTG	  GT	  
V99(-­‐)	   F	   6.682-­‐6.709	   	   CGG	  CAG	  CAA	  TGT	  ATG	  TTA	  GGA	  TCT	  TGT	  C	  
V119(-­‐)	   F	   6.847-­‐6.884	   	   AA	  TTC	  CTT	  GGC	  ATC	  CTC	  CAA	  CTT	  AGC	  AAT	  TGC	  ATT	  
CC	  V35(-­‐)	   F	   7.117-­‐7.136	   	   AT	  TTG	  TGT	  TTC	  AAG	  AGT	  TGT	  
V255(-­‐)	   H	   7.475-­‐	  7.504	   	   TAG	  ATT	  GGT	  GCA	  GAG	  GCT	  TTT	  ATG	  GAT	  CTC	  
V181(+)/HindIII	   H	   7.248-­‐7.270	   	   A^AGCTT	  AG	  GGT	  GCA	  AGA	  TCA	  TCC	  ACA	  
N.13(+)/SacII-­‐BamHI	   H	   7.451-­‐7.468	   	  
	  
AT	  CCGC^GGT	  CTG	  GTT	  CCG	  CGT	  G^GA	  TCC	  CAT	  CGG	  
GCA	  GCC	  ATC	  TAC	  
V551(+)/PstI	   H	   7.451-­‐7.472	   	   ATC	  TGC	  A^GGG	  CAT	  CGG	  GCA	  GCC	  ATC	  TAC	  ACC	  
V148(+)	   H	   7.613-­‐7.642	   	   GTG	  AAA	  TTC	  ATC	  TCT	  GAC	  AAG	  ATT	  AAA	  TTC	  
V412(+)	   H	   8.068-­‐8.091	   	   G	  GCT	  CCG	  GTG	  TTC	  CAT	  ATG	  ACA	  AAC	  
V432(+)	   H	   8.426-­‐8.449	   	   T	  ATC	  GCT	  GAC	  AAT	  CAA	  GCA	  AAA	  TGG	  GCT	  
V413(+)	   H	   8.666-­‐8.690	   	   GTA	  ATC	  AAC	  ACA	  TTG	  GAG	  TGG	  ATA	  C	  
V254(-­‐)	   H	   7.642-­‐7.613	   	   GAA	  TTT	  AAT	  CTT	  GTC	  AGA	  GAT	  GAA	  TTT	  CAC	  
V414(-­‐)	   H	   8.221-­‐8.201	   	   GAC	  ACC	  TTT	  CCC	  TGA	  TCC	  CTG	  
V415(-­‐)	   H	   8.783-­‐8.759	   	   C	  CAC	  CTC	  CGC	  AGG	  TAG	  GTA	  TGT	  TGG	  
C.1/XhoI	   H	   9.124-­‐9.104	   	   TCA	  C^TC	  GAG	  CTA	  TCT	  GCG	  ATT	  GGT	  TCC	  ATC	  
V172(-­‐)/PstI	   H	   9.171-­‐9.199	   	   CTGCA`G	  A	  ATT	  CTG	  ATG	  TCT	  ATT	  TCA	  CAC	  TAG	  TGG	  GT	  
Materiales	  y	  métodos	  
	   62	  
V442(-­‐)/	  XhoI	   H	   9.200-­‐9.179	   	   C^TCGAG	  A	  ATT	  	  CTG	  ATG	  TCT	  ATT	  TCA	  CAC	  
	  
	  
*Posición	  en	  el	  antigenoma	  del	  virus	  del	  sarampión	  de	  15.894	  pares	  de	  bases	  (Radecke	  y	  Billeter,	  
1995,	  Carabaña,	  1997).	  Subrayado	  se	  encuentra	  el	  sitio	  correspondiente	  a	  la	  diana	  de	  restricción	  
así	   como	   su	   respective	   corte.	   Los	   signos	   (+)	   y	   (-­‐)	   al	   lado	  del	   correspondiente	  oligonucleótido	  
indican	  la	  orientación	  del	  mismo,	  siendo	  de	  la	  misma	  polaridad	  que	  el	  	  antigenoma	  del	  virus	  o	  de	  
polaridad	  negativa,	  respectivamente.	  
	  
4.1.7	  	  	  Cepas	  bacterianas	  y	  medios	  de	  cultivo	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4.1.8	  	  Líneas	  celulares	  y	  medios	  de	  cultivo	  
Las	  líneas	  celulares	  empleadas	  en	  esta	  tesis	  han	  sido:	  
B95m.	  Sublínea	  derivada	  de	  la	  línea	  B95-­‐8,	  línea	  linfoblastoide	  tipo	  B	  de	  simio	  (Saguinus	  
oedipus)	   transformada	   con	   el	   virus	   del	   Epstein	   Barr,	   donada	   por	   el	   Dr.	   George	   Klein	  
(Instituto	   Karolinska	   de	   Estocolmo,	   Suecia)	   y	   posteriormente	   adaptada	   en	   nuestro	  
laboratorio	  a	  crecer	  en	  monocapa	  sobre	  superficies	  de	  plástico	  para	  cultivos	  celulates.	  
Dakiki.	  Línea	  linfoblastoide	  B	  humana	  procedente	  de	  un	  linfoma	  de	  Burkitt.	  Donada	  por	  
el	  Dr.	  George	  Klein.	  
Dk-­‐TAM,	  Dk-­‐FV	  Dk-­‐LPC,	  Dk-­‐DGF,	  Dk-­‐JABT,	  Dk-­‐HMV	  y	  Dk-­‐YUYI.	  Líneas	  de	  células	  
Dakiki	   infectadas	   persistentemente	   con	   diferentes	   aislados	   de	   virus	   del	  
sarampión,	  su	  obtención	  se	  describe	  más	  adelante	  (4.3.4)	  
HA	  Cl55.	  Línea	  celular	  de	  hibridoma	  productora	  del	  anticuerpo	  monoclonal	  anti-­‐VS	  Cl55.	  
Obtenida	  de	  la	  colección	  de	  células	  del	  banco	  europeo	  (Cat.	  N.95040311).	  
HA	  16CD11.	  	  Hibridoma	  productor	  del	  anticuerpos	  anti-­‐VS	  16CD11.	  Obtenida	  en	  el	  
laboratorio	  de	  Erling	  Norrby	  (Instituto	  Karolinska	  de	  Estocolmo)	  (Sheshberadaran	  et	  al.,	  
1983). 
Jurkat.	   Línea	   linfocítica	   T	   obtenida	   de	   la	   sangre	   periférica	   de	   un	   niño	   de	   14	   años	   con	  
leucemia	  linfoide	  aguda	  (ATCC®	  TIB-­‐152).	  	  	  	  	  	  
	   Jurkat-­‐M.	  Línea	  celular	  Jurkat	  infectadas	  persistentemente	  de	  forma	  estacionaria	  
con	  el	  VS	  MOMP1	  (Fernandez-­‐Munoz	  y	  Celma,	  1992).	  
U266.	   	  Línea	   celular	  procedente	  de	  un	  mieloma	  humano,	  obtenida	  de	   la	   colección	  de	  
cultivos	  tipo	  americana	  (ATCC®	  TIB-­‐161).	  	  	  	  	  	  
U266-­‐FV,	   U266-­‐MOMP.	   	   Células	   U266	   infectadas	   persistentemente	   de	   forma	  
estacionaria	   con	   el	   aislado	   de	   VS	   FV	   o	   con	   el	   VS	   clonado	   MOMP1	   en	   nuestro	  
laboratorio	  (Litón,	  2001).	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Vero.	   Línea	   epitelial	   fibroblástica	   de	   riñón	   de	   mono	   verde	   africano	   	   (Cercopithecus	  
aethiops)	  (ATCC®	  CCL-­‐81).	  
293.	  Línea	  celular	  derivada	  a	  partir	  de	  células	  embrionarias	  de	  riñón	  humano.	  
293-­‐MVH(D7).	  Células	  293	  expresando	  constitutivamente	   la	   forma	  soluble	  de	   la	  
proteína	  hemaglutinina	  del	  virus	  del	  sarampión	  JABT.	  Obtenida	  en	  esta	  tesis.	  	  
	  
Medios	  de	  cultivo	  
	  
Las	   líneas	   B95	   y	   Dakiki	   se	   cultivaron	   en	  medio	  Roswell	   Park	  Memorial	   Institute	  
(RPMI-­‐1640;	   Lonza,	   Verviers,	   Bélgica)	   suplementado	   con	   penicilina	   (120	  UI/mL;	   GIBCO	  
BRL,	  Rockville,	  MD,	  USA)	   ,	   estreptomicina	   (100	  μg/mL;	  GIBCO	  BRL),	   glutamina	   (2mM,	  
Lonza),	  0,075%	  bicarbonato	  sódico	  (peso/volumen,	  p/v)	  y	  suero	  fetal	  bovino	  (SFB,	  Gibco	  
BRL)	  de	  un	   lote	   testado	  previamente	  en	  nuestro	   laboratorio,	  descomplementado	  por	  
calor	  (30	  min.	  a	  56	  ºC).	  Las	  línea	  celulares	  U266,	  HA	  Cl55	  y	  HA	  16CD11	  se	  cultivaron	  en	  el	  
mismo	  medio	  pero	  suplementado	  con	  20%	  de	  SFB.	  
Las	   líneas	   Vero	   y	   293	   se	   cultivaron	   en	   medio	   esencial	   mínimo	   de	   Eagle	  
modificado	   por	   Dulbeco	   (Dulbecco	   and	   Freeman	   1959)	   (DMEM;	   PAA	   Laboratories,	  
Pasching,	   Austria)	   suplementado	   con	   2%	   o	   10%	   de	   SFB	   respectivamente,	   penicilina,	  
estreptomicina	   y	   0,037%	   bicarbonato	   sódico	   p/v.	   Las	   células	   293/MVH-­‐D7	   están	  
transfectadas	  constitutivamente	  con	  el	  vector	  pDisplay	  codificando	  la	  forma	  soluble	  de	  
la	   proteína	   H-­‐VS.	   Este	   vector	   posee	   el	   gen	   de	   resistencia	   a	   geneticina	   por	   lo	   que	   el	  
medio	  de	  cultivo	  se	  suplementó	  con	  G418	  (1cmg/mL;	  Sigma-­‐Aldrich,	  St	  Louis,	  MO,	  USA).	  
Para	  las	  transfección	  transitoria	  de	  cultivos	  celulares	  se	  utilizó	  OPTIMEM	  I	  (Gibco	  
BRL)	  y	  para	  el	  marcado	  metabólico	  se	  empleó	  10%	  SFB-­‐RPMI	  deficiente	  en	  metionina	  y	  
cisteína	  (20	  μM)	  
Los	  experimentos	  se	   realizaron	  empleando	  aquellos	  cultivos	  con	  una	  viabilidad	  
≥90%,	   determinado	   por	   el	   método	   de	   exclusión	   del	   azul	   tripano.	   No	   se	   encontraron	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evidencias	  de	  contaminación	  por	  micoplasmas	  en	  ninguno	  de	   los	  cultivos	  celulares	  en	  
base	  al	  método	  de	  detección	  de	  Roche	  (Mannheim,	  Alemania).	  
	   Todas	  las	  líneas	  celulares	  se	  mantuvieron	  en	  un	  incubador	  a	  una	  temperatura	  de	  
37%	  ,con	  una	  atmósfera	  al	  5%	  en	  CO2	  y	  a	  95%	  de	  saturación	  en	  vapor	  de	  agua.	  
	  
4.1.9	  Aislados	  del	  virus	  del	  sarampión	  
Los	   aislados	   primarios	   de	   virus	   de	   sarampión	   empleados	   se	   resumen	   en	   la	  
siguiente	  tabla:	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4.1.10	  Tampones	  y	  disoluciones	  
	  
PBS:	  NaCl	  137	  mM,	  KCl	  2,7	  mM,	  Na2HPO4	  8,1	  mM	  y	  KH2PO4	  1,5	  mM.	  
Tampón	  carbonato/bicarbonato	  sódico	  (0,1M,	  pH	  9,4):	  0,4%	  Na2CO3	  0,1	  M	  y	  0,6%	  NaHCO3	  
0,1	  M.	  
Tampón	   de	   carga	   de	   ADN:	   glicerol	   50%;	   EDTA	   1	   mM;	   xileno-­‐cianol	   0,4%;	   	   azul	   de	  
bromofenol	  0,4%.	  
Tampón	  electroforesis:	  Tris	  Base	  50	  mM,	  ácido	  bórico	  50	  mM.	  
Tampón	  TBE:	  Tris-­‐Base	  89	  mM;	  ácido	  bórico	  89	  mM;	  EDTA	  2	  mM.	  	  
Tampón	  fosfato	  (0,1M,	  pH	  7,0):	  0,305%	  Na2HPO4	  0,2	  M	  y	  0,195%	  NaH2PO4	  0,2	  M.	  
Tampón	  RIPA-­‐Vanadato:	  NaCl	  0,15	  M;	  deoxicolato	  sódico	   1%;	  Triton	  X-­‐100	   1%;	  SDS	  0,1%;	  
Tris/HCl	  10	  mM	  pH	  7,8;	  PMSF	  1	  	  mM;	  aprotinina	  3,5	  μg/ml;	  Na3VO4	  1mM.	  
Tampón	  RIPA-­‐lavado:	  Deoxicolato	  sódico	  1%;	  Triton	  X-­‐100	  1%;	  SDS	  0,1%;	  Tris/HCl	  10	  mM	  pH	  
7,8.	  
Tampón	  de	  carga	  5x	  (Laemmli):	  Tris-­‐HCl	  250	  mM	  pH	  6,8;	  DTT	  500	  mM;	  SDS	  10%;	  glicerol	  
60%;	  azul	  de	  bromofenol	  0,06%.	  
Tampón	  electroforesis	  para	  SDS-­‐PAGE:	  Tris	  base	  25	  mM;	  Glicina	  192	  mM;	  SDS	  0,1%.	  
Tampón	  HEPES:	  HEPES	  10	  mM,	  NaCl	  150	  mM,	  pH	  7.4	  
Disolución	  de	  tripsina:	   	  Tripsina	  0,25%	  (Lonza);	  EDTA	  100	  mM;	  diluido	  en	  HBS	  (-­‐Ca,-­‐Mg)	  
(Lonza).	  
Tinción	  azul	  tripano:	  	  Solución	  de	  azul	  tripano	  al	  0,4%	  en	  PBS.	  
Tinción	  Amido	  Black:	  Amido	  black	  10B	  (BioRad)	  0,2%;	  ácido	  acético	  9%;	  acetato	  de	  sódio	  
0,1	  M.	  
Solución	  de	  tinción	  Azul	  Coomassie:	  Azul	  Coomassie	  R-­‐250	  (BioRad);	  etanol	  35%;	  ácido	  
acético	  10%.	  
Solución	  de	  desteñido	  Azul	  Coomassie:	  Etanol	  35%;	  ácido	  acético	  10%.	  
Solución	  para	   iodinación:	  Etanolamina	  0,5	  M;	  glicerol	   10%;	  borato	  sódico	  0,1	  M	  pH	  8.5;	  
xilenocianol	  0,1%	  
Alsever:	  Glucosa	  0,2%;	  cloruro	  sódico	  0.42%;	  citrato	  sódico	  0,8%	  y	  ácido	  cítrico	  0,055%.	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4.2	  	  Métodos	  de	  biología	  molecular	  	  
	  
4.2.1	  	  Cultivo	  de	  bacterias.	  	  
	  
Cultivo	  líquido	  
	  
	  	   Las	  bacterias	  se	  crecieron	  en	  medio	  LB	  suplementado	  con	  0,1	  mg/mL	  de	  
ampicilina	  (LBAmp)	  a	  37ºC	  y	  a	  180	  r.p.m.	  en	  un	  agitador	  de	  bacterias.	  
	  
Cultivo	  en	  placa	  Petri	  
	  
El	  cultivo	  en	  placas	  de	  LBAmp	  (1%	  (p/v)	  Bacto-­‐triptona;	  0,5%	  (p/v)	  extracto	  de	  
levadura;	  1%	  NaCl;	  5o	  μg/mL	  ampicilina;	  1,5	  %	  (p/v)	  bacto-­‐agar)	  se	  realizó	  aplicando	  las	  
bacterias	  en	  las	  placas	  para	  su	  posterior	  incubación	  a	  37ºC	  en	  un	  incubador	  de	  bacterias	  
hasta	  que	  las	  colonias	  era	  visibles.	  Las	  placas	  fueron	  almacenadas	  hasta	  un	  mes	  a	  4ºC.	  
	  
4.2.2	  	  Restricción	  y	  ligado	  del	  ADN	  plasmídico	  
	  
Todas	   las	   restricciones	   de	   ADN	   se	   realizaron	   empleando	   endonucleasas	   de	  
restricción	   de	   tipo	   II,	   disponibles	   comercialmente	   de	   New	   England	   Biolabs	   (NEB)	   	   y	  
según	  las	  instrucciones	  suministradas	  por	  el	  proveedor.	  	  
	  
Reacción	  de	  restricción	  con	  fines	  preparativos	  
	  
5	  μg	  ADN	  
10	  U	  (unidades)	  de	  cada	  una	  	  de	  las	  enzimas	  de	  restricción	  	  
5	  μl	  Buffer	  10x	  (Buffer	  NEB	  1-­‐4,	  dependiendo	  del	  enzima	  de	  restricción	  a	  emplear)	  
5	  μl	  BSA	  10x	  (NEB,	  solamente	  si	  la	  enzima	  empleada	  lo	  requiere)	  
H20	  	  hasta	  50	  μl	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Las	  muestras	  de	  restricción	  se	   incubaron	  durante	  3	  h	  a	   la	   temperatura	  óptima	  para	  el	  
enzima	   de	   restricción	   empleada.	   En	   el	   caso	   de	   una	   digestión	   doble	   con	   enzimas	   de	  
restricción	  con	  distinta	  temperatura	  óptima,	  las	  enzimas	  se	  añadieron	  secuencialmente	  
y	   la	   incubación	  se	   realizó	  a	   la	   respectiva	   temperatura	  óptima	  durante	   tres	  horas	  cada	  
una.	  Posteriormente,	  las	  muestras	  de	  restricción	  se	  analizaron	  	  por	  electroforesis	  en	  gel	  
de	  agarosa	  (4.2.5)	  y	  el	  fragmento	  de	  ADN	  deseado	  se	  purificó	  del	  mismo	  (4.2.6).	  
	  
Reacción	  de	  restricción	  con	  fines	  analíticos	  
	  
1	  μg	  ADN	  
5	  U	  (unidades)	  de	  cada	  una	  	  de	  las	  enzimas	  de	  restricción	  	  
2	  μl	  Buffer	  10x	  (Buffer	  NEB	  1-­‐4,	  dependiendo	  del	  enzima	  de	  restricción	  a	  emplear)	  
2	  μl	  BSA	  10x	  (NEB,	  solamente	  si	  la/s	  enzima/s	  empleada/s	  lo	  requiere/n)	  
H20	  	  hasta	  20	  μl	  
	  
La	   incubación	   se	   realizó	   durante	   2	   h	   a	   la	   temperatura	   óptima	   para	   la	   enzima	  
empleada.	   Las	   dobles	   digestiones	   se	   realizaron	   como	   se	   ha	   descrito	   en	   propósitos	  
preparativos.	   Las	   muestras	   de	   restricción	   se	   analizaron	   por	   electroforesis	   en	   gel	   de	  
agarosa	  (2.2.5).	  
	  
El	  ligado	  de	  fragmentos	  de	  ADN	  de	  extremos	  romos	  o	  cohesivos	  se	  realizó	  con	  la	  
ADN	  Ligasa	  T4	  durante	  10	  minutos	  en	  un	  termociclador.	  Posteriormente,	  el	  ADN	  ligado	  
se	  usó	  directamente	  para	  la	  transformación	  de	  bacterias	  competentes.	  
	  
4.2.3	  	  Transformación	  de	  bacterias	  competentes	  
	  
Para	   la	   transformación	   de	   bacterias	   E.	   Coli	   químicamente	   competentes,	   las	  
células	  se	  descongelaron	  en	  hielo	  y	  aproximadamente	  50ng	  de	  DNA	  o	  2	  μl	  del	  producto	  
de	  ligación	  (4.2.2)	  se	  añadieron	  sobre	  una	  alícuota	  	  de	  las	  mismas	  (30	  μl).	  Tras	  prolongar	  
la	  incubación	  en	  hielo	  durante	  30	  min,	  se	  procedió	  a	  un	  choque	  térmico	  a	  42ºC	  durante	  
50	   seg.	   en	   un	   baño	   termostático	   (Eppendorf).	   A	   continuación,	   a	   la	   muestra	   se	   la	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añadieron	   900	   μl	   de	  medio	   SOC	   precalentado	   (37	   ºC)	   para	   proceder	   a	   su	   incubación	  
durante	  60	  min	  	  a	  37ºC	  a	  600	  r.p.m.	  	  La	  suspensión	  bacteriana	  se	  sembró	  después	  sobre	  
placas	  LBAmp	  (4.2.1)	  y	  se	  incubó	  a	  37ºC	  durante	  la	  noche	  (o/n).	  
	  
4.2.4	  	  Aislamiento	  de	  plásmidos	  
	  
El	  aislamiento	  de	  los	  plásmidos	  de	  las	  bacterias	  transformadas	  se	  realizó	  usando	  
el	  kit	  de	  purificación	  de	  plásmidos	  de	  QIAGEN	  según	  las	  instrucciones	  del	  proveedor.	  
Para	  la	  purificación	  de	  bajas	  cantidades	  de	  ADN	  (Miniprep),	  3	  mL	  de	  medio	  LBAmp	  	  
se	   inocularon	   con	   una	   bacteria	   clonada	   y	   se	   incubaron	   a	   37ºC	   o/n	   (4.2.1).	   El	   ADN	  
plasmídico	  se	  purificó	  siguiendo	   las	   instrucciones	  del	  proveedor	  de	  QUIAGEN®	  plasmid	  
mini	  kit	  (4.1.3).	  
Para	   la	   extracción	   de	   mayores	   cantidades	   de	   DNA	   (Maxiprep),	   se	   partió	   de	  
250mL	  de	  medio	   LBAmp	  que	   se	   se	   incubaron	   y	   cultivaron	  durante	   la	   noche	  a	   37	   ºC.	   La	  
obtención	   del	   ADN	   plasmído	   de	   este	   pellet	   de	   bacterias	   se	   realizó	   siguiendo	  
instrucciones	   del	   fabricante	   (QIAGEN®	   Plasmid	   Maxi	   Kit).	   La	   concentración	   del	   ADN	  
plasmídico	  se	  determinó	  mediante	  espectofotometría	  a	  260	  nm.	  	  
	  
4.2.5	  	  Electroforesis	  en	  gel	  de	  agarosa	  
	  
Se	   usaron	   geles	   de	   agarosa	   al	   0,7	   %,	   añadiendo	   para	   ello	   la	   correspondiente	  
cantidad	  de	  agarosa	  de	  bajo	  punto	  de	  fusión:	  0,7	  g	  NuSieve	  GTG	  y	  0,18	  g	  Seakem	  GTG,	  
por	  cada	   100mL	  de	  buffer	  de	  electroforesis	   (50	  mM	  Tris	  Base;	  50	  mM	  ácido	  bórico)	  y	  
calentando	   la	   emulsión	   en	   un	   microondas	   hasta	   disolver	   completamente	   la	   agarosa.	  
Posteriormente,	  se	  añadió	  50	  μg/mL	  de	  bromuro	  de	  etidio	  y	  se	  dejó	  polimerizar	  el	  gel	  
alrededor	  de	  60	  min.	  
La	  muestras	  de	  ADN	  se	  mezclaron	  con	  0,1	  volumen	  de	  buffer	  de	  carga	  (glicerol	  
50%,	  EDTA	  1	  mM,	  xileno-­‐cianol	  0,4%,	  	  azul	  de	  bromofenol	  0,4%)	  y	  se	  cargaron	  sobre	  el	  gel.	  	  
Como	  estándar	   de	   tamaño	  del	   ADN,	   para	   fragmentos	   de	   hasta	   1500	  pb	   se	   empleó	   el	  
ADN	   	   del	   bacteriófago	   ΦX174	   digerido	   con	   HaeIII,	   y	   para	   los	   fragmentos	   de	   mayor	  
tamaño	   se	   usó	   el	   DNA	   λ	   del	   bacteriófago	   	   digerido	   con	   HindIII	   (GE	   Healthcare).	   La	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electroforesis	   tuvo	   lugar	   aplicando	   100	   V	   durante	   aproximadamente	   45	   min.	   en	   una	  
cámara	   Bio-­‐Rad	   Wide	   Mini-­‐Sub®	   Cell	   GT	   y	   los	   fragmentos	   fueron	   fotográficamente	  
documentados	   bajo	   luz	   UV	   (Fotodyne	   incorporated).	   	   Los	   fragmentos	   de	   DNA	   de	  
interés	  se	  aislaron	  del	  gel	  como	  se	  describe	  a	  continuación.	  
	  
4.2.6	  Aislamiento	  de	  fragmentos	  de	  ADN	  de	  geles	  de	  agarosa	  
	  
El	  aislamiento	  y	  purificación	  de	   los	  fragmentos	  de	  ADN	  de	  los	  geles	  de	  agarosa	  
se	   realizó	   utilizando	   el	   kit	   de	   extracción	   de	   gel	   QIAquick	   (Qiagen)	   según	   las	  
instrucciones	  del	  fabricante.	  	  
	  
4.2.7	  Secuenciación	  de	  ácidos	  nucleicos	  
	  
La	  secuenciación	  de	  ADN	  se	  realizó	  siguiente	  el	  método	  de	  didesoxinucleótidos	  
descrito	  por	  Sanger	   (Sanger	   et	   al.,	   1977).	  Para	  ello	   se	  empleó	  el	   kit	  de	   reacción	  para	  
secuenciación	  con	  terminadores	  marcados	  con	  dRhodamina	  de	  ABI	  PRISM	  (Applied	  
Biosystem,	   Foster	   City,	   CA,	   USA),	   que	   combina	   en	   un	   mismo	   tubo	   de	   reacción	   la	  
polimerasa	   de	   ADN	   AmpliTaq,	   FS	   ,	  MgCl2,	   dNTP,	   ddNTP	   y	   el	   tampón	   de	   carga.	   	   La	  
reacción	  de	  secuenciación	  se	  llevó	  a	  cabo	  en	  ambas	  cadenas	  de	  ADNc	  en	  un	  volumen	  
final	  de	  10	  μl,	  mezclando	  para	  ello	  100	  ng	  del	  ADN	  a	  secuenciar,	  	  4	  μl	  	  de	  la	  mezcla	  de	  
reacción	  y	  2	  μM	  de	  oligonucleótidos	  a	   intervalos	  de	  unos	  600	  pb	  a	   lo	   largo	  del	  gen	  	  
(2.1.6).	   Dicha	   reacción	   de	   secuenciación	   se	   realizó	   en	   un	   termociclador	   GeneAmp	  
9600	   (Aplied	   Biosystem)	   en	   las	   siguientes	   condiciones:	   94ºC	   durante	   3	   min.	   para	  
desnaturalizar	   el	   ADN	   y	   25	   ciclos	   de	   94	   ºC	   30	   seg.,	   60	   ºC	   4	   min.	   Las	   muestras	   se	  
separaron	  sobre	  geles	  Long	  Ranger®	  de	  Lonza	  (Rockland,	  ME,	  USA)	  en	  tampón	  TBE	  y	  
se	  detectaron	  por	  un	  secuenciador	  automático	  	  ABI	  PRISM	  3700	  (Applied	  Biosystem).	  
Dado	  que	  se	  determinaron	  secuencias	  consenso,	  las	  posibles	  mutaciones	  esporádicas	  
introducidas	   durante	   el	   proceso	   no	   deberían	   afectar	   a	   ninguno	   de	   los	   resultados	  
presentados.	  
	  
	  
Materiales	  y	  métodos	  
	   71	  
4.2.8	  	  Análisis	  de	  secuencias	  
	  
Análisis	  de	  las	  relaciones	  filogenéticas	  
	  
Las	   distintas	   secuencia	   se	   alinearon	   con	   los	   programas	   CLUSTALW	   (disponible	  
online	  en	  http://www.genome.jp/tools/clustalw/)	  y/o	  BioEdit,	  versión	  7.0.9.0	  (Hall,	  1999).	  
Las	   reconstrucciones	   filogenéticas	   se	   realizaron	   mediante	   el	   método	   de	   máxima	  
verosimilitud	   (Maximum-­‐likelihood,	   ML),	   incorporando	   para	   cada	   conjunto	   de	  
secuencias	   el	   modelo	   de	   sustitución	   nucleotídica	   más	   apropiado,	   inferido	   usando	   el	  
programa	   jModelTest	  0.1.1	   (Posada,	  2008).	  La	   topología	  del	  árbol	  de	  ML	  resultante	  se	  
refinó	  con	  el	  método	  de	  poda	  y	  reinserción	  de	  subárboles	  (Subtree	  Pruning	  Regrafting,	  
SPR)	   (Hordijk	   y	   Gascuel,	   2005).	   Las	   reconstrucciones	   filogenéticas	   se	   llevaron	   a	   cabo	  
utilizando	  el	  programa	  PhyML	  (Guindon	  y	  Gascuel,	  2003).	  	  
	  
Estima	  de	  la	  tasa	  de	  mutación	  en	  el	  brote	  de	  sarampión	  del	  2006	  
	  
Las	  estimas	  de	  la	  tasa	  de	  mutación	  sustituciones	  nucleotídica	  por	  sitio	  y	  por	  día	  
(sustituciones/sitio/día)	  y	  el	  tiempo	  hasta	  el	  ancestro	  común	  más	  reciente	  (Time	  to	  the	  
Most	  Recent	  Common	  Ancestor,	  TMRCA)	  se	  obtuvieron	  mediante	  simulaciones	  basadas	  
en	   métodos	   de	   inferencia	   bayesiana	   que	   utilizan	   cadenas	   de	   Markov-­‐Montecarlo	  
(MCMC).	  Estas	  simulaciones	  se	  realizaron	  usando	  el	  paquete	  informático	  BEAST	  v.1.7.5	  
(Drummond	  y	  Rambaut,	  2007).	  Para	  ello,	  se	  utilizó	  el	  modelo	  de	  sustitución	  nucleotídica	  
GTR+I+Γ4;	  donde	  GTR	  es	  el	  modelo	  general	  de	  sustitución	  nucleotídica	  reversible	  en	  el	  
tiempo	   (General	   Time-­‐Reversible,	   GTR);	   I	   indica	   que	   se	   consideran	   que	   existen	   sitios	  
invariables	  en	  la	  secuencia	  viral;	  y	  Γ4	  denota	  que	  se	  asume	  que	  la	  variación	  nucleotídica	  a	  
lo	   largo	   de	   la	   secuencia	   viral	   sigue	   una	   distribución	   gamma,	   cuya	   forma	   se	   estima	  
particionando	  la	  varianza	  nucleotídica	  en	  cuatro	  clases.	  Además,	  se	  asumió	  un	  modelo	  
de	  reloj	  molecular	  relajado	  (variable)	  para	  simular	  la	  variación	  de	  las	  tasas	  de	  mutación	  a	  
través	  de	  las	  ramas	  del	  árbol,	  y	  la	  tasa	  de	  mutación	  se	  extrajo	  independientemente	  en	  
cada	   rama	   del	   árbol	   a	   partir	   de	   una	   distribución	   log-­‐normal	   (relaxed	   uncorrelated	  
Materiales	  y	  métodos	  
	   72	  
lognormal	   molecular	   clock)	   (Drummond	   et	   al.,	   2006).	   Las	   simulaciones	   se	   detuvieron	  
cuando	  todos	   los	  parámetros	  relevantes	  analizados	  convergieron,	  y	  se	  descartó	  el	  10%	  
inicial	   de	   las	   cadenas	   de	   MCMC.	   La	   significación	   estadística	   se	   obtuvo	   mediante	   el	  
cálculo	  del	  	  intervalo	  que	  contiene	  el	  95%	  de	  los	  valores	  obtenidos	  en	  la	  simulación	  para	  
cada	  parámetro	  de	  interés	  (95%	  Highest	  Probability	  Density,	  HPD).	  
	   La	   representación	   gráfica	   de	   la	   filogenia	   obtenida	   a	   partir	   de	   los	   parámetros	  
estimados	  por	  BEAST	  se	  realizó	  mediante	  el	  método	  de	  Máxima	  Credibilidad	  del	  Linaje	  
(MCC),	   usando	   el	   programa	   TreeAnnotator	   (disponible	   en	   el	   paquete	   BEAST	   v.1.7.5).	  
Este	  método	  selecciona,	  de	  entre	  todos	  los	  árboles	  que	  se	  generan	  durante	  el	  proceso	  
de	  simulación,	  aquel	  en	  el	  que	  el	  valor	  del	  producto	  de	  las	  probabilidades	  posteriores	  de	  
todos	  los	  nodos	  del	  árbol	  es	  mayor.	  	  
	  
Análisis	  de	  presión	  selectiva	  en	  el	  gen	  H-­‐VS,	  presencia	  de	  sitios	  covariantes	  y	  calculo	  de	  
distancias	  por	  pares	  
	  
Para	  evaluar	  la	  acción	  de	  presiones	  selectivas	  en	  la	  región	  codificante	  de	  H-­‐VS,	  se	  
estimaron	  las	  tasas	  de	  cambios	  sinónimos	  (dS)	  y	  no	  sinónimos	  (dN)	  en	  cada	  posición	  del	  
codón	   de	   aminoácidos	   mediante	   los	   métodos	   conservativos	   SLAC	   (single	   likelihood	  
ancestor	  counting),	  FEL	  (fixed	  effects	  likelihood)	  e	  IFEL	  	  (internal	  fixed	  effects	  likelihood)	  
disponibles	   en	   el	   servidor	   web	   Datamonkey	   (http://www.datamonkey.org/)	   (Pond	   y	  
Frost,	  2005).	  El	  método	  SLAC	  es	  apropiado	  para	  métodos	  de	  contaje	  rápidos	  basados	  en	  
la	   máxima	   verosimilud	   de	   una	   única	   reconstrucción	   del	   ancestro	   más	   probable,	  
ponderando	   todas	   las	   posibles	   reconstrucciones	   del	   ancestro	   posibles,	   o	   de	   las	  
reconstrucciones	   del	   ancestro.	   El	   método	   FEL	   estima	   directamente	   las	   tasas	   de	  
substitución	  dS	  y	  dN	  en	  cada	  sitio	  y	  el	  	  método	  IFEL	  sólo	  se	  emplea	  en	  las	  ramas	  internas	  
del	  árbol	  de	   la	  filogenia.	  Para	  examinar	   las	  tasas	  dS	  y	  dN,	  estos	  métodos	  se	  realizaron	  
acorde	   al	   modelo	   GTR	   de	   sustitución	   nucleotídica,	   infiriéndose	   el	   árbol	   mediante	   el	  
método	   del	   vecino	   más	   próximo	   (neighbour-­‐joining,	   NJ).	   Las	   selecciones	   positivas	  
(dN>dS)	  y	  negativas	  (dN<dS)	  se	  evaluaron	  mediante	  el	  p-­‐valor	  (dos	  Reis	  y	  Yang,	  2011).	  
La	  reconstrucción	  de	  sitios	  de	  co-­‐evolución	  o	  epistasis	  se	  realizaron	  mediante	  el	  método	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Spidermonkey	   (disponible	  en	  el	   servidor	  web	  Datamonkey),	  que	   infiere	  dependencias	  
evolutivas	   condicionales	   en	   los	   alineamientos	   (Poon	   et	   al.,	   2008).	   Las	   estimaciones	  
sobre	  la	  distancias	  evolutivas	  entre	  las	  secuencias	  se	  realizó	  mediante	  el	  modelo	  Kimura	  
2	  parámetros	  empleando	  el	  programa	  MEGA	  versión	  6	  (versión	  6;	  Tamura	  et	  al.,	  2013).	  	  
	  
4.2.9	  Aislamiento	  del	  ARN	  genómico	  viral,	  obtención	  de	  ADNc	  y	  su	  amplificación	  
por	  PCR	  (RT-­‐PCR)	  
	  
El	  ARN	  total	  de	  células	  infectadas	  y	  sin	  infectar	  por	  VS	  fue	  aislado	  utilizando	  el	  kit	  
RNeasy®	  según	  las	  instrucciones	  del	  fabricante.	  	  
Para	   las	  reacción	  de	  transcripción	   inversa	  se	  empleó	  el	  ARN	  total	  (1	  μg)	  aislado	  
de	   células	   sin	   infectar	   o	   infectadas	   con	   VS	   y	   la	   enzima	   SuperScript	   II	   Reverse	  
Transcriptase	  (Invitrogen)	  siguiendo	  las	  instrucciones	  descritas	  para	  su	  uso.	  	  
El	   ADNc	   obtenido	   se	   amplificó	   por	   PCR	   empleando	   la	   ADN	   polimerasa	   Taq	  
(Perkin-­‐Elmer)	   o	   GoTaq®	   (Promega)	   y	   los	   cebadores	   que	   se	   indican.	   Para	   la	  
amplificación	  del	  extremo	  carboxilo	  del	  gen	  N	  necesario	  para	  el	  genotipado	  del	  VS,	  se	  
empleó	   una	   mezcla	   estándar	   de	   reacción	   (100μl)	   con	   los	   siguientes	   componentes	   y	  
condiciones:	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Para	  la	  amplificación	  del:	  
	  	  	  	  	  1)	  gen	  P,	  se	  emplearon	  el	  par	  de	  oligonucleótidos	  V418(+)	  /	  V180(-­‐)	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  2)	  gen	  M,	  se	  emplearon	  el	  par	  de	  oligonucleótidos	  V184(+)/V175(-­‐)	  y	  V93(+)/V116	  (-­‐)	  
	  	  	  	  	  3)	   gen	  F,	   los	  pares	  de	  oligonucleótidos	  V242(+)/V255(-­‐)	   para	   la	   región	   traducida	  del	  
gen	  	  y	  V298(+)	  o	  V161(+)	  /	  V106(-­‐)	  para	  la	  región	  no	  traducida.	  
	  	  	  	  	  4)	  gen	  H,	  se	  usaron	  lo	  pares	  de	  oligonucleótidos	  V181(+)	  /	  V442(-­‐)	  o	  V172-­‐A(-­‐).	  
	  
4.2.10	  	  Clonado	  de	  la	  hemaglutinina	  del	  VS	  (H-­‐VS)	  
	  
La	   H-­‐VS	   perteneciente	   a	   distintos	   aislados	   de	   distintos	   genotipos	   del	   virus	  
sarampión	  fue	  clonada	  en	  fase	  con	  la	  cadena	  κ	  de	  la	  Ig	  murina	  y	  con	  el	  epítopo	  A	  de	  la	  
hemaglutinina	  del	  virus	  de	  la	  gripe	  (etiqueta	  HA)	  presente	  en	  el	  vector	  pDisplay	  para	  su	  
expresión	   posterior	   en	   células	   293T	   como	   una	   proteína	   soluble	   (comprendiendo	   el	  
ectodominio	   completo)	   y	   analizar	   así	   su	   unión	   a	   los	   distintos	   receptores	   celulares	   y	  
anticuerpos.	  
En	  el	  caso	  de	  los	  genotipos	  A,	  B3.1	  y	  D7,	  el	  gen	  completo	  de	  H-­‐VS	  amplificado	  por	  
PCR	   (4.2.9),	   fue	   clonado	  previamente	  en	  el	   vector	  pcDNA3.1	   (Invitrogen).	   Estas	  Hs-­‐VS	  
junto	  con	  aquellas	  obtenidas	  con	  anterioridad	  de	  los	  genotipos	  C2	  (pcDNA3.1-­‐MVH1	  FV)	  ,	  
D6	  (pGEM4Z-­‐MVH5	  BCL),	  	  F	  (pGEM-­‐MVH1	  Nieto,	  pGEM-­‐MVH10	  EV)	  y	  	  C1	  (	  pGEM-­‐MVH20	  
Moreno)	  (Carabaña,	  1997),	  fueron	  subclonadas	  en	  pDisplay	  vía	  PCR	  usando	  los	  primers:	  
1)	  N.13(+)/C.1(-­‐)	  en	  el	  caso	  de	  las	  H-­‐VS	  de	  los	  genotipos	  A,	  C2	  y	  D7;	  2)	  V552(+)/C.1(-­‐)	  en	  el	  
caso	  del	  genotipo	  B3.1	  y	  3)	  N.13(+)/V442(-­‐)	  en	  el	  caso	  de	  los	  genotipos	  F	  y	  C1,	  usando	  los	  
sitios	  de	  restricción	  únicos	  SacII	  o	  Pst1	  y	  XhoI.	  En	  el	  caso	  de	  la	  H-­‐VS	  del	  genotipo	  D4.4,	  el	  
gen	  H-­‐VS	  se	  clonó	  directamente	  en	  pDisplay	  mediante	  PCR	  usando	  los	  oligonucleótidos	  
V552(+)/	   C.1(-­‐)	   y	   las	   dianas	  de	   restricción	  Pst1	   y	   XhoI	   (fig.11).	   Todas	   las	   construcciones	  
fueron	   secuenciadas	   con	   oligonucleótidos	   específicos	   del	   gen	   H-­‐VS	   (4.1.6)	   para	  
confirmar	  la	  secuencia	  de	  la	  misma	  así	  como	  la	  	  correcta	  inserción	  en	  el	  vector.	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4.3	  	  Cultivos	  celulares	  y	  métodos	  virológicos	  
	  
4.3.1	  Cultivo	  de	  líneas	  celulares	  
	  
Las	  líneas	  celulares	  se	  cultivaron	  en	  el	  medio	  apropiado	  (4.1.8)	  en	  un	  incubador	  a	  
37ºC	  y	  5%	  CO2	  con	  95%	  de	  humedad	  relativa.	  Las	  células	  se	  dividieron	  una	  o	  dos	  veces	  por	  
semana	  mediante	  disgregación	  mecánica	  (scraping)	  o	  enzimática	  (tripsina	  0,125%;	  EDTA	  
100	  mM;	  HBSS	  (Lonza)).	  Las	  líneas	  celulares	  se	  mantuvieron	  a	  -­‐80ºC	  o	  sobre	  nitrógeno	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Figura	  11.	  Generación	  del	  vector	  pDisplay/H-­‐VS.	  La	  secuencia	  de	  ADN	  que	  codifica	  la	  proteína	  H-­‐VS	  
se	   obtuvo	   a	   partir	   de	   PCR	   de	   la	   misma	   clonada	   en	   otros	   vectores	   o	   directamente	   de	   cultivos	  
celulares	   infectados	   por	   VS.	   Esta	   H-­‐VS	   se	   insertó	   en	   el	   vector	   pDisplay	   utilizando	   las	   dianas	   de	  
restricción	   SacII	   o	   PstI	   y	   XhoI	   (señaladas	   en	   rojo).	   De	   esta	   forma	   se	   elimina	   el	   dominio	  
transmembrana	   PDGFR	  que	  anclaría	   la	  proteína	  a	   la	   superficie	   celular	  pero	   se	  mantiene	   tanto	   el	  
péptido	   señal	   como	   la	   etiqueta	   HA,	   permitiendo	   la	   secreción	   y	   purificación	   de	   la	   proteína	  
recombinante	  H-­‐VS.	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líquido	  de	  -­‐106ºC	  a	  -­‐190ºC.	  
4.3.2	  Aislamiento	  del	  virus	  de	  sarampión	  de	  muestras	  clínicas	  
	  
Los	   aislados	   del	   virus	   del	   sarampión	   se	   aislaron	   a	   partir	   de	  muestras	   de	   orina,	  
torunda	   faríngea	   o	   sangre	   de	   pacientes	   sobre	   células	   B95m,	   siguiendo	   métodos	  
descritos	  para	  otros	  aislados	  (Rima	  et	  al.,	  1995,	  WHO,	  2007).	  
	  
4.3.3	  Titulación	  de	  partículas	  virales	  infectivas	  e	  infección	  de	  cultivos	  
celulares	  
	  
Titulación	  
	  
La	   cuantificación	   de	   virus	   de	   sarampión	   infectivo	   se	   realizó	   por	   lectura	   de	  
número	  de	  sincitios	  primarios	  sobre	  monocapas	  confluentes	  de	  células	  B95m	  en	  placas	  
de	  96	  pocillos	  COSTAR®	  (fig	  12).	  	  Para	  ello,	  un	  pequeño	  volumen	  de	  diluciones	  seriadas	  
de	  virus	  en	  medio	  bajo	  en	  suero	  (2%	  SFB)	  se	  inocularon	  sobre	  las	  células	  durante	  90	  min.	  
a	   37ºC.	   Transcurrido	   ese	   periodo	   de	   absorción,	   se	   eliminó	   el	   medio	   con	   el	   virus	   y	   se	  
añadió	  medio	  fresco	  completo.	  Las	  placas	  de	  cultivo	  se	  incubaron	  a	  37ºC,	  se	  observaron	  
diariamente	   y	   se	   contabilizó	   el	   número	   de	   placas	   virales	   primarias	   por	   dilución	  
(u.f.p./mL).	  
	  
Infección	  de	  células	  linfoides	  
	  
Las	   células	   se	   centrifugaron	   para	   eliminar	   el	   medio	   de	   crecimiento,	   se	  
resuspendieron	   en	   2	   ml	   de	   medio	   bajo	   en	   suero	   (2%	   SFB)	   y	   se	   añadió	   virus	   a	   la	  
multiplicidad	  de	  infección	  (m.d.i.)	  de	  indicada,	  dejándolo	  absorber	  durante	  90	  minutos	  
con	  agitación	  ocasional.	  Posteriormente	  las	  células	  se	  lavaron	  en	  medio	  y	  se	  ajustaron	  a	  
una	  concentración	  de	  6x105	  células/mL,	  manteniéndose	  en	  un	  incubador	  a	  37ºC	  con	  5%	  
de	  CO2	  y	  95%	  de	  vapor	  de	  agua	  para	  que	  la	  infección	  progresara.	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Infección	  de	  células	  en	  monocapa	  
	  	  
	  	   Se	   utilizaron	   células	   subconfluentes	   o	   en	   confluencia	   reciente,	   las	   cuales	   se	  
absorbieron	  con	  virus	  en	  un	  pequeño	  volumen	  durante	  90	  minutos	  a	  37ºC	  con	  agitación	  
suave	  y	  en	  atmósfera	  controlada	  de	  CO2.	  Posteriormente	  se	  eliminó	  el	  virus	  y	  se	  añadió	  
el	  medio	  de	  cultivo	  utilizado	  para	  las	  células	  empleadas	  (4.1.8),	  incubándose	  las	  células	  
hasta	  que	  se	  observó	  efecto	  citopático	  extendido	  al	  80%	  o	  90%.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Establecimiento	  de	  infecciones	  persistentes	  por	  VS	  
	  
Para	   el	   establecimiento	   de	   líneas	   celulares	   infectadas	   persistentemente	   con	  
diferentes	   aislados	   de	   VS	   perteneciente	   a	   distintos	   genotipos,	   se	   han	   seguido	  
procedimientos	  descritos	  previamente	  (Fernández-­‐Muñoz	  y	  Celma,	  1992).	  Brevemente,	  
las	  líneas	  celulares	  Dakiki	  	  y	  U266	  se	  infectaron	  con	  VS	  a	  una	  m.d.i.	  de	  0,1.	  Los	  cultivos	  se	  
alimentaron	  semanalmente	  durante	  las	  tres	  primeras	  semanas	  de	  infección	  y	  dos	  veces	  
por	   semana	  a	  partir	   de	  entonces.	  Mientras	  que	   la	   gran	  mayoría	  de	   las	   células	  morían	  
tras	   la	   infección	   lítica,	   algunas	   sobrevivieron	   y	   se	   estabilizó	   la	   persistencia	   pasados	   al	  
menos	  6	  meses.	  De	  este	  modo,	  estas	  líneas	  celulares	  que	  expresan	  los	  antígenos	  de	  la	  
Figura	   12.	   Efecto	   citopático	   producido	   por	   el	   virus	   del	   sarampión	   sobre	   células	   B95m.	   A	   la	  
izquierda	  se	  muestran	  células	  sin	  infectar,	  a	  la	  derecha,	  infectadas	  por	  el	  virus	  donde	  se	  observa	  la	  
formación	  células	  multinucleadas	  gigantes	  (sincitios).	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envuelta	  del	  virus	  en	  su	  superficie	  celular	  han	  sido	  nombrados	  Dk-­‐TAM,	  ,	  Dk-­‐FV,	  U266-­‐FV	  
(Litón,	  2001),	  Dk-­‐LPC,	  Dk-­‐YUYI	  ,	  Dk-­‐DGF,	  Dk-­‐HMV,	  Dk-­‐JABT	  según	  el	  VS	  con	  el	  que	  fueron	  
infectados	  y	  la	  línea	  celular	  empleada.	  
	  
4.3.4	  Ensayos	  de	  neutralización	  del	  virus	  
	  
Para	   la	   realización	  del	   ensayo,	   previamente	   se	   inactivó	   el	   complemento	  de	   los	  
líquidos	  ascíticos	  conteniendo	  los	  anticuerpos	  monoclonales	  o	  de	  las	  muestras	  de	  suero	  
por	  calentamiento	  a	   	   56ºC	  durante	  3o	  min.	  Se	   realizaron	  diluciones	  de	  seriadas	  de	   los	  
mismos	  en	  medio	  2%	  SFB-­‐RPMI.	  Sobre	  cada	  uno	  de	   las	  diluciones	  se	  añadió	  un	  mismo	  
volumen	  (150	  µl)	  de	  una	  suspensión	  de	  virus	  conteniendo	  60-­‐90	  unidades	   formadoras	  
de	   placa	   (u.f.p.)	   y	   la	   mezcla	   se	   incubó	   durante	   60	  min	   a	   37ºC.	   Las	   alícuotas	   de	   cada	  
mezcla	   (55	  µl)	   se	   transfirieron	  en	  cuadruplicado	  sobre	  placas	  de	  96	  pocillos	  de	   fondo	  
plano	   (Costar®)	   conteniendo	   células	   B95m	   que	   han	   alcanzado	   confluencia	   reciente.	  
Después	  de	  un	  periodo	  de	  absorción	  de	  90	  min.,	  se	  añadió	  un	  volumen	  de	  10%	  SFB-­‐RPMI	  
sobre	  el	  inóculo	  y	  se	  procedió	  a	  su	  incubación	  durante	  4-­‐5	  días.	  Trascurrido	  este	  tiempo	  
se	  contaron	  al	  microscopio	  el	  número	  de	  sincitios	  y	  este	  valor	  se	  normalizó	  con	  respecto	  
al	  número	  medio	  obtenido	  de	  8	  pocillos	  control	  en	  los	  que	  la	  dilución	  de	  virus	  se	  incubó	  
con	   medio	   que	   no	   contenía	   anticuerpos.	   El	   título	   de	   anticuerpos	   neutralizantes	  
corresponde	  a	  la	  inversa	  de	  la	  mayor	  dilución	  de	  anticuerpos	  que	  da	  lugar	  una	  reducción	  
del	   100%	  en	  el	   efecto	   citopático.	  Alternativamente	   y	  para	  el	   almacenaje	  de	   las	  placas,	  
estas	  se	  tiñeron	  mediante	  una	  solución	  de	  amido	  black	  10B	  al	  0,2%	  (BioRad)	  durante	  30	  
min.	  a	  RT,	  fijándose	  posteriormente	  con	  formaldehido	  al	  10%	  en	  acetato	  sódico	  0,1	  M.	  
	  
4.3.5	  Aislamiento	  de	  virus	  mutantes	  de	  escape	  a	  la	  neutralización	  
	  
Los	  aislados	  del	  virus	  de	  sarampión	  se	   incubaron	  con	  el	  anticuerpo	  monoclonal	  
(mAb	  8905	  o	  16CD11)	  (la	  concentraciones	  de	  IgG	  especifica	  del	  anticuerpo	  fueron	  de	  10	  
a	   100-­‐1300	   μg/mL,	   respectivamente)	   durante	   60	   min.	   a	   37ºC	   antes	   de	   su	   inoculación	  
sobre	   las	   células	   B95m.	   Tras	   observación	   diaria,	   se	   clonaron	   varios	   sincitios	   del	   virus	  
Materiales	  y	  métodos	  
	   79	  
mediante	  disgregación	  mecánica	  de	   la	  monocapa	   celular	  de	   cada	  pocillo	   conteniendo	  
sincitios	  primarios	  usando	  una	  pipeta	  Pasteur	  estéril,	   se	   resuspendieron	  en	  medio	   10%	  
SFB-­‐RPMI	  y	  se	  sometieron	  a	  dos	  ciclos	  de	  congelación/descongelación.	  Estos	  sincitios	  se	  
subclonaron	   repetidamente	  por	  dilución	   limitante	  hasta	  obtener	   un	  único	   sincitio	  por	  
pocillo,	  que	  era	   recogido	  de	  nuevo,	  diluido	  en	  medio	   fresco,	  congelado/descongelado	  
dos	   veces	   y	   finalmente	   re-­‐neutralizado	   usando	   concentraciones	   crecientes	   del	   mAb.	  
Después	  de	  varios	  pases	  bajo	  selección	  creciente	  del	  mAb,	   los	  sincitios	   individuales	  se	  
amplificaron	   en	   ausencia	   de	   anticuerpos	   y	   se	   testaron	   para	   su	   resistencia	   a	   la	  
neutralización	  del	  mismo	  (4.3.5).	  
	  
4.3.6	  Inhibición	  de	  la	  hemaglutinación	  (IHA)	  	  
	  
Esta	  prueba	  deriva	  de	  la	  habilidad	  de	  algunos	  virus	  de	  adherirse	  a	  receptores	  de	  
membrana	  de	  eritrocitos	  y	  aglutinarlos	  (hemaglutinación).	  La	  unión	  de	  estos	  virus	  a	  los	  
glóbulos	   rojos	   puede	   bloquearse	   utilizando	   anticuerpos	   específicos	   para	   el	   virus	   y	   de	  
esta	   forma	   se	   logra	   la	   inhibición	   de	   la	   hemaglutinación.	   En	   el	   caso	   del	   sarampión,	   la	  
hemaglutinación	  se	  debe	  a	   la	   interacción	  de	   la	  proteína	  H-­‐VS	  del	  virus	  con	  el	   receptor	  
CD46	  presente	  en	  la	  membrana	  de	  eritrocitos	  del	  macaco	  rhesus	  (Macaca	  mulatta).	  	  
Los	   ensayos	   de	   IHA	   se	   realizaron	   siguiendo	   la	   metodología	   de	   nuestro	  
laboratorio.	  Previo	  al	  ensayo	  IHA,	  se	  realizó	  un	  ensayo	  de	  hemaglutinación	  empleando	  
para	   ello	   antígeno	   IHA	   preparado	   comercialmente	   (Biowhittaker,	   Walkersville,	   MD,	  
USA)	   y	   una	   suspensión	   de	   eritrocitos	   de	   macaco	   rhesus	   al	   1%	   en	   PBS	   para	   titular	   el	  
antígeno.	   Para	   ello,	   se	   añadieron	   50	   μl	   de	   la	   suspensión	   de	   células	   sobre	   25	   μl	   de	  
distintas	  diluciones	  binarias	  de	  la	  preparación	  de	  antígeno	  en	  placas	  de	  96	  pocillos	  con	  
fondo	  en	  V.	   La	   placa	   se	   incubó	   a	   37ºC	  durante	   una	  hora	   y	   aquel	   pocillo	   con	   la	  mayor	  
dilución	   presentando	   aglutinación	   completa	   determinado	   por	   el	   patrón	   de	  
sedimentación,	  se	  consideró	  que	  tenía	  una	  unidad	  de	  hemaglutinina	  (HA).	  Para	  el	  IHA	  se	  
emplearon	   2	   unidades	   (concentración	  de	   trabajo	   estándar).	   Los	   sueros	   se	   inactivaron	  
por	   calor	   (56ºC	   durante	   30	  min.)	   para	   desprenderlos	   de	   factores	   del	   complemento	   y	  
otros	   factores	  potenciadores.	  Los	   inhibidores	  no	  específicos	  de	   la	  hemaglutinación	  se	  
eliminaron	  de	  los	  sueros	  a	  testar	  por	  incubación	  de	  0,1	  mL	  de	  cada	  suero	  con	  0,1	  mL	  de	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una	  suspensión	  de	  eritrocitos	  de	  macaco	  al	  50%	  en	  PBS.	  La	  mezcla	  se	  incubó	  una	  hora	  a	  
4ºC	   y	   posteriormente	   se	   centrifugó	   a	   1000	   r.p.m.	   durante	   10	   min.	   para	   eliminar	   los	  
eritrocitos.	   Se	  emplearon	  diluciones	  binarias	  de	  estos	   sueros	  pretatados	   comenzando	  
en	   1:2	   y	   se	   añadieron	   sobre	   los	  mismos	   25	  μl	   de	   2	   unidades	   (U)	  HA.	   Transcurrido	  una	  
hora	  a	  37ºC	  ,	  sobre	  cada	  pocillo	  se	  añadieron	  25	  μl	  de	  la	  suspensión	  de	  eritrocitos	  al	  1%	  y	  
se	  procedió	  a	  otra	  hora	  de	  incubación	  a	  37º.	  Como	  control	  IHA	  se	  emplearon	  las	  mismas	  
diluciones	  de	  suero	  pretratado	  pero	  sin	  añadir	  antígeno,	  del	  mismo	  modo	  también	  se	  
emplearon	   sueros	   de	   individuos	   con	   fallo	   vacunal	   como	   control	   negativo.	   Aquella	  
dilución	   en	   la	   que	   se	   apreciaba	   una	   inhibición	   completa	   de	   la	   hemaglutinación	   se	  
consideró	  como	  el	  titulo	  IHA	  (fig.	  13).	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figura	   13.	   Análisis	   de	   sueros	   mediante	   el	   test	   de	   inhibición	   de	   la	   hemaglutinación.	   Distintas	  
diluciones	  binarias	  del	  suero	  a	  testar	  se	  añaden	  en	  fila	  sobre	  placas	  de	  96	  pocillos	  con	  fondo	  en	  V	  (A-­‐
H).	   Tras	   	   1	   hora	  de	   incubación	  a	  37ºC	   	  con	  2U	  HA,	  una	  suspensión	  al	   1%	  de	  eritrocitos	  de	  macaco	   se	  
añaden	  sobre	  la	  placa.	  Una	  hora	  después	  se	  procede	  a	  su	  lectura,	  la	  inversa	  de	  la	  última	  dilución	  del	  
suero	  con	  la	  que	  se	  observa	  la	  formación	  de	  un	  sedimento	  de	  eritrocitos	  o	  botón,	  nos	  indica	  el	  título	  
IHA	  de	  la	  muestra.	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4.3.7	  Citometria	  de	  flujo	  	  
	  
El	   análisis	   mediante	   citometría	   de	   flujo	   se	   realizó	   usando	   un	   instrumento	  
FACScan	  de	  Becton	  Dickinson	  (Mountain	  View,	  CA,	  USA).	  Cuando	  se	  emplearon	  células	  
adherentes,	   estas	   se	   despegaron	   mediante	   disgregación	   mecánica	   (scraping)	   y	   unas	  
1x105	  células	  en	  suspensión	  se	  sedimentaron	  por	  centrifugación	  a	  10.000	  r.p.m.	  durante	  
30	   seg.	   a	   4ºC.	   Posteriormente	   se	   lavaron	   con	   1	   mL	   de	   1%-­‐SFB-­‐RPMI,	   se	   volvieron	   a	  
sedimentar	  como	  se	  ha	  descrito	  anteriormente	  y	  se	  incubaron	  durante	  30	  min.	  a	  4ºC	  con	  
30	  μg/mL	  del	  pertinente	  anticuerpo	  αH-­‐VS	  (4.1.4)	  diluido	  en	  1%	  SFB-­‐RPMI.	  Transcurrido	  
este	   tiempo	   y	   tras	   realizar	   cuatro	   lavados,	   las	   células	   se	   incubaron	   con	   el	   anticuerpo	  
secundario	   marcado	   con	   FITC	   (1:10)	   y	   se	   volvieron	   a	   incubar	   durante	   30	   min.	   a	   4ºC.	  
Finalmente,	  las	  células	  se	  volvieron	  a	  lavar	  cuatro	  veces	  y	  se	  usaron	  directamente	  para	  
su	  análisis	  por	  FACS	  o	  se	  fijaron	  con	  250	  μl	  de	  parafolmaldehído	  al	  4%	  en	  PBS	  si	  dicho	  
análisis	  no	  se	  realizaba	  a	  continuación.	  
	  
4.3.8	  Inmunofluorescencia	  indirecta	  
	  
Para	   la	   inmunofluorescencia	   de	   células	   no	   adherentes,	   estas	   se	   lavaron	   con	  
medio	   de	   crecimiento	   y	   se	   extendieron	   en	   portaobjetos	   de	   12	   pocillos	   (Cell	   Line,	  
Newfield,	   NY),	   momento	   en	   el	   que	   se	   fijaron	   con	   acetona	   a	   -­‐20	   ºC	   durante	   10	   min.	  	  
Posteriormente,	   las	  células	  se	  incubaron	  durante	  45	  min.	  a	  37	  ºC	  con	  los	  anticuerpos	  o	  
sueros	   humanos	   correspondientes	   (4.1.4)	   diluidos	   en	   PBS.	   Después	   de	   eliminar	   el	  
exceso	   de	   anticuerpo	   lavando	   con	   PBS,	   los	   anticuerpos	   primarios	   se	   detectaron	   con	  
anticuerpo	   αIgG	   específico	   de	   especie	   conjugado	   con	   isotiocianato	   de	   fluoresceína	  
(FITC)	   durante	   30	  min.	   en	   las	  mismas	   condicionas	   que	   las	   descritas.	   Después	   de	   usar	  
azul	   de	   evans	   (0,03	   g/L)	   como	   tinción	   de	   contraste,	   	   las	   células	   se	   montaron	   en	  
Glycergel	   (Dako	   Corp.,	   Glostrup,	   Dinamarca)	   y	   se	   visualizaron	   en	   un	   microscopio	  
confocal	  Zeiss.	  	  	  
En	   el	   caso	   de	   células	   no	   adherentes,	   estas	   se	   crecieron	   previamente	   sobre	  
portaobjetos	   (LabTek	   Chamber	   Slide	   with	   cover,	   Nunc)	   tratados	   con	   poli-­‐D-­‐lisina	  
siguiendo	   las	   instrucciones	   del	   fabricante	   (Boehringer	   Mannheim),	   para	   su	   infección	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posterior	  con	  el	  VS.	  A	  las	  48	  horas,	  las	  células	  tiñieron	  con	  el	  anticuerpo	  primario	  αN	  3C4	  
(1:10),	   detectándose	   con	   αIgG-­‐FITC	   y	   se	   empleó	   Hoescht	   (2	   μg/mL)	   como	   tinción	   de	  
contraste.	  	  
	  
4.3.9	  Iodinación	  de	  anticuerpos	  monoclonales	  	  
	  
Para	   la	   iodinación	   se	  empleó	  el	   reactivo	  de	  Bolton	  Hunter	  marcado	   con	   I125	  (N-­‐
succinimidil-­‐3-­‐(4-­‐hidroxi-­‐5-­‐[I125]	  iodofenil)	  propionato).	  Previo	  a	  la	  reacción	  de	  iodinación,	  
los	   anticuerpos	   monoclonales	   16CD11	   y	   8095	   se	   purificaron	   por	   afinidad	   a	   partir	   del	  
líquido	  ascítico	  en	  el	  que	  se	  encontraban,	  usando	  para	  ello	  proteína	  G	  covalentemente	  
unida	   a	   microesferas	   magnéticas	   siguiendo	   las	   instrucciones	   recomendadas	   por	   el	  
fabricante	   (GE	   Helthcare).	   La	   fracción	   no	   unida	   se	   eliminó	   seleccionando	   las	  
microesferas	   con	   un	   imán	   (Dynal	   Biotech.,	   Smestad,	   Noruega)	   y	   la	   IgG	   se	   eluyó	   con	  
ácido	   acético	   al	   2,5%,	   neutralizándolo	   inmediatamente	   con	   	   hidróxido	   sódico	   1	   M	   y	  
ajustándolo	  a	  un	  pH	  de	  8,5	  con	  borato	  sódico	  0,1	  M;	  pH	  8,5.	  	  
La	  reacción	  de	  iodinización	  se	  realizó	  en	  una	  cabina	  de	  extracción	  de	  humos	  bien	  
ventilada	   dentro	   de	   nuestra	   instalación	   radiactiva	   de	   Virología.	   El	   reactivo	   de	   Bolton-­‐	  
Hunter[I125]	   di-­‐iodado	   (Bolton	   y	   Hunter,	   1973)	   (PerkinElmer)	   se	   disolvió	   en	   benceno	  
conteniendo	  N,N-­‐dimetilformamida	  (DMF)	  al	  2%	  v/v	  y	  se	  evaporó	  el	  benceno	  del	  reactivo	  
mediante	  un	  flujo	  de	  gas	  Argón	  insertado	  en	  el	  vial	  a	  través	  de	  una	  aguja,	  con	  salida	  a	  un	  
trampa	  de	  carbono	  activo	  (Harlow	  y	  Lane,	  1988).	  Al	  reactivo	  desecado	  (9250	  KBq)	  se	  le	  
añadieron	  200	  µg	  del	  anticuerpo	  purificado	  por	  afinidad	  (IgG).	  La	   reacción	  transcurrió	  
30	  min.	  a	  4	  ºC	  y	  se	  paró	  por	  incubación	  durante	  5	  min.	  a	  temperatura	  ambiente	  con	  300	  
µl	  de	  solución	  de	  parada	  (etanolamina	  0,5	  M;	  glicerol	  10%;	  borato	  sódico	  0,1	  M	  pH	  8,5;	  
xilenocianol	   0,1%).	   La	   proteína	  marcada	   con	   I125	  se	   separó	   del	   reactivo	   de	   conjugación	  
por	   afinidad	   mediante	   proteína	   G	   covalentemente	   unida	   a	   microesferas	   magnéticas	  
como	  ya	  se	  ha	  descrito,	  salvo	  que	  la	  neutralización	  del	  tampón	  de	  elución	  se	  realizó	  con	  
Tris/HCl	  3	  M	  pH	  8,0.	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4.3.10	   Fijación	   de	   los	   anticuerpos	   radiomarcados	   a	   la	   proteína	   H-­‐VS	  
expresada	   en	   la	   superficie	   de	   células	   infectas	   y	   su	   competición	   con	  
sueros	  humanos	  
	  
Fijación	  de	  los	  anticuerpos	  a	  la	  superficie	  celular	  
	  
	  	   Se	  incubó	  una	  cantidad	  constante	  del	  anticuerpo	  marcado	  con	  I125	  (2	  µg)	  con	  106	  
células	   mantenidas	   sin	   infectar	   o	   infectadas	   persistentemente	   con	   VS	   de	   distinto	  
genotipo	  (4.1.8).	   	  El	  volumen	  final	  de	  incubación	  se	  ajustó	  a	  500	  μl	  con	  medio	  10%	  SFB-­‐
RPMI.	  La	  incubación	  tuvo	  lugar	  a	  4ºC	  para	  evitar	  que	  en	  la	  unión	  del	  mAb	  se	  produjese	  
una	  redistribución	  de	  los	  antígenos	  virales	  expresados	  en	  la	  superficie	  celular	  (capping)	  
y	   la	   posible	   endocitosis/exocitosis	   de	   los	   complejos	   antígeno-­‐anticuerpo	   (Joseph	   y	  
Oldstone,	   1974).	   Posteriormente,	   las	   células	   se	   centrifugaron	   durante	   10	   min.	   a	   1200	  
r.p.m.	   para	   eliminar	   el	   sobrenadante	   y	   se	   lavaron	   dos	   veces	   con	   solución	   salina	  
tamponada	   enfriada	   (HBSS,	   Lonza),	   cambiando	   los	   tubos	   entre	   lavados.	   Después	   del	  
último	  lavado,	   la	  radiactividad	  (c.p.m.)	  asociada	  a	  las	  células	  se	  midió	  en	  cada	  muestra	  
usando	   un	   contador	   gamma	   automático	   (Packard).	   Para	   cada	   cultivo,	   las	  
determinaciones	   se	   realizaron	   por	   triplicado	   y	   en	   al	   menos	   dos	   experimentos	  
adicionales	  independientes.	  
	  
Competición	  de	  la	  fijación	  de	  los	  anticuerpos	  por	  sueros	  humanos	  	  
	  
Para	   los	   experimentos	   de	   competición,	   se	   incubaron	   diluciones	   crecientes	   de	  
suero	   humano	   con	   un	   número	   constante	   de	   células	   (5x105)	   durante	   una	   hora	   a	   4ºC.	  
Pasado	   este	   tiempo,	   se	   añadieron	   2	   μg/muestra	   del	   	   anticuerpo-­‐I125,	   realizando	   la	  
incubación,	   lavado	   y	   contaje	   de	   la	   radiactividad	   asociada	   a	   las	   células	   como	   se	   ha	  
indicado	   anteriormente.	   El	   nivel	   de	   fondo	   se	   estableció	   usando	   células	   Dakiki	   sin	  
infectar	   incubadas	   con	  un	   suero	  negativo	  para	   sarampión	   (correspondiente	  a	  un	   fallo	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vacunal	  primario)	  y	  la	  competición	  de	  los	  sueros	  se	  efectuó	  sobre	  una	  mezcla	  de	  células	  
Dakiki	   no	   infectadas	   (carrier)/Dk-­‐infectadas	   (4:1)	   para	   asegurar	   la	   saturación	   de	   los	  
epítopos	   disponibles	   sin	   disminuir	   el	   tamaño	   del	   sedimento	   de	   células	   en	   las	  
centrifugaciones.	  Se	  determino	  la	  fijación	  base	  con	  el	  suero	  negativo	  ya	  indicado.	  Cada	  
dilución	   de	   anticuerpos	   se	   realizó	   por	   triplicado	   y	   los	   experimentos	   se	   realizaron	   al	  
menos	  tres	  veces	  de	  forma	  independiente.	  
	  
4.3.11	   Radio-­‐marcado	   metabólico	   (S35)	   de	   cultivos	   celulares	   e	  
inmunoprecipitación	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS	  (RIPA)	  
	  
Lás	   monocapas	   de	   células	   B95m	   se	   infectaron	   a	   una	   multiplicidad	   de	   0,01	  
u.f.p./célula,	  excepto	  para	  el	  virus	  de	  sarampión	  BCL-­‐A2	  que	  se	  usó	  a	  0,001	  u.f.p./célula	  
debido	  a	  su	  rápido	  crecimiento.	  A	  las	  24	  horas	  de	  la	  infección,	  estos	  cultivos	  junto	  con	  
un	  cultivo	  control	  sin	  infectar,	  se	  mantuvieron	  con	  medio	  RPMI	  conteniendo	  10%	  SFB	  y	  
1/5	   de	   la	   concentración	   normal	   de	  metionina	   y	   cisteína.	   Las	   proteínas	   se	  marcaron	   2	  
horas	  después	  por	  adición	  de	   1	  mCi	  de	  metionina-­‐cisteína	   [S35]	   (PerkinElmer).	  A	   las	  22	  
horas,	  los	  cultivos	  marcados	  se	  resuspendieron	  y	  lisaron	  con	  1	  mL	  de	  tampón	  RIPA	  a	  4ºC.	  
Tras	   20	   min.	   de	   reposo	   en	   hielo,	   el	   lisado	   celular	   se	   centrifugó	   en	   una	   microfuga	  
eppendorf	   (10.000	   r.p.m,	   15	  min.)	   y	   se	   realizaron	  alícuotas	  del	   sobrenadante	   (0,5	  mL)	  
que	  se	  mantuvieron	  a	   -­‐80ºC	  hasta	   su	  uso.	  La	   radiactividad	   (c.p.m.)	  de	   las	  muestras	   se	  
determinó	  mediante	  un	  contador	  de	  centelleo	  Tri-­‐Carb	  de	  Packard.	  	  
La	  proteína	  H-­‐VS	  se	  inmunoprecipitó	  del	  extracto	  celular	  (0,5	  mL,	  2-­‐3x106	  c.p.m.)	  
con	  el	  anticuerpo	  8905	  (dilución	  final	  1:70)	  durante	  2	  horas	  en	  hielo.	  El	  complejo	  inmune	  
se	   precipitó	   por	   adicción	   de	   0,1	   mL	   de	   proteína	   A	   de	   Staphylococcus	   aureus	   unida	   a	  
sefarosa	   CL-­‐4B	   (GE	   Healthcare)	   resuspendida	   1:1	   en	   tampón	   fosfato	   100	   mM	   pH	   7,0,	  
incubándose	   en	   hielo	   1	   hora	   con	   agitación	   frecuente.	   La	   sefarosa	   se	   sedimentó	   por	  
centrifugación	  (2	  min.,	  10.000	  r.p.m.)	  y	  se	  lavó	  cuatro	  veces	  con	  tampón	  RIPA-­‐lavado	  y	  
una	   vez	   con	   tampón	   fosfato.	   Las	   bolas	   de	   sefarosa	   se	   secaron	   por	   centrifugación	   en	  
vacio	   en	   un	   Savant	   SpeedVac	   SC100	   (New	   York,	   USA)	   durante	   1	   hora	   y	   el	   complejo	  
inmune	  se	  disoció	  por	  adicción	  de	  0,1	  mL	  de	  tampón	  de	  carga	  Laemmli	  1x	  e	  incubación	  a	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100ºC	   durante	   5	   min.	   Las	   bolas	   de	   sefarosa	   se	   eliminaron	   por	   centrifugación	   y	   las	  
muestras	   se	   analizaron	   mediante	   electroforesis	   monodimensional	   en	   geles	   de	  
poliacrilamida-­‐SDS	   (4.4.1).	   Los	   geles	   se	   visualizaron	   por	   autorradiografía	   usando	   el	  
adquisidor	  de	  imagenes	  Thypoon	  9400	  (GE	  Healthcare,	  Piscataway,	  USA).	  Las	  proteínas	  
inmunoprecipitadas	   se	   cuantificaron	   por	   densitometría	   usando	   el	   programa	  
ImageQuant	  TL	  (Amersham	  Bioscience).	  
	  
4.3.12	  Transfección	  de	  células	  
	  
La	  transfección	  de	  células	  se	  realizó	  usando	  el	  reactivo	  de	  transfección	  	  FuGene	  6	  
ó	   XtremeGene	   HP	   DNA	   (Roche)	   siguiendo	   los	   procedimientos	   descritos	   por	   el	  
fabricante	   y	   utilizando	   células	   293T	   creciendo	   en	   	   matraces	   de	   75cm2	   (T-­‐75).	   Para	   la	  
transfección	  estable,	  a	  las	  72	  horas	  de	  las	  transfección	  se	  añadió	  1	  mg/mL	  de	  G418	  y	  se	  
procedió	  al	  clonaje	  de	  las	  células	  mediante	  dilución	  limitante.	  Las	  expresión	  tanto	  de	  los	  
diferentes	   clones	   obtenidos	   como	   de	   las	   distintas	   transfecciones	   transitorias	   se	  
monitorizó	  mediante	  ELISA	  (4.4.5).	  	  
	  
4.4	  	  Métodos	  de	  análisis	  e	  interacción	  de	  proteínas	  
	  
4.4.1	  Electroforesis	  en	  geles	  de	  poliacrilamida-­‐SDS	  
	  
Se	  realizó	  siguiendo	  el	  protocolo	  de	  Sambrook	  et	  al.,	  (Sambrook	  y	  Russel,	  2001).	  
Para	  desnaturalizar	  las	  proteínas	  y	  permitir	  la	  unión	  del	  SDS,	  se	  incubaron	  las	  muestras	  
con	  la	  cantidad	  apropiada	  de	  buffer	  de	  carga	  5x	  (Tris-­‐HCl	  250	  mM	  pH	  6,8;	  DTT	  500	  mM;	  
SDS	  10%;	  glicerol	  60%;	  azul	  de	  bromofenol	  0,06%)	  y	  se	  calentaron	  2	  min.	  a	  90ºC.	  Después,	  
se	  cargaron	  sobre	  geles	  de	  poliacrilamida-­‐SDS	  al	  10%	  empleando	  un	  dispositivo	  Bio-­‐Rad	  
Mini	  Protean	  II	  con	  el	  pertinente	  buffer	  SDS	  de	  corrida	  (Tris	  base	  25	  mM,	  Glicina	  192	  mM,	  
SDS	  0,1%).	  Como	  estándar	  de	  proteínas,	  se	  usaron	  5	  μl	  de	  marcadores	  de	  peso	  molecular	  
de	   proteínas	   metilado	   (14C)	   de	   PerkinElmer	   o	   el	   marcador	   Precision	   Plus	   Protein™	  
Standards	  de	  Bio-­‐Rad.	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Componentes	  del	  gel	  de	  poliacrilamida	  al	  10%:	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  *Acrilamida	  29,2%,	  N-­‐N´-­‐metilen-­‐bis-­‐acrilamida	  0,8%	  
	  
La	   electroforesis	   se	   realizó	   a	   40V	   hasta	   que	   las	   muestras	   entraron	   en	   el	   gel	  
separador.	  Una	  vez	  entraron	  en	  el	  gel	  separador,	  se	  aplicaron	  130V	  hasta	  que	  colorante	  
llegara	  a	  la	  base	  del	  gel.	  
	  
4.4.2	  Preparación	  de	  extractos	  celulares	  
	  
Se	   infectaron	   con	   al	   aislado	   DGF	   (4.1.9)	   a	   una	   m.d.i.	   de	   0,1	   células	   B95m	  
creciendo	  en	  matraces	  de	  25	  cm2.	  Cuando	  el	  efecto	  citopático	  alcanzó	  el	  80-­‐90%,	  estas	  
células	   infectadas,	   junto	   con	   otras	   sin	   infectar,	   se	   despegaron	   del	   matraz	   por	  
disgregación	   mecánica	   (scraping)	   y	   se	   centrifugaron	   a	   1000	   r.p.m.	   durante	   5	   min.	   El	  
sedimentó	   se	   resuspendió	   en	   un	   pequeño	   volumen	   de	   PBS	   (2	   mL)	   y	   se	   sometió	   a	  
sonicación	  6	  veces	  durante	  45	  seg.	  en	  hielo	   (Heat	  System	  UltraSonic	   Inc	  Sonicator	  W-­‐
375).	  El	  material	  sonicado	  se	  centrifugó	  a	  500	  g	  durante	  5	  min.	  y	  el	  sobrenadante	  se	  usó	  
directamente	  para	  la	  determinación	  de	  la	  cantidad	  de	  proteínas	  o	  se	  congeló	  a	  -­‐80ºC.	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4.4.3	  Determinación	  de	  la	  concentración	  de	  proteínas	  
	  
La	  concentración	  de	  proteínas	  de	  los	  extractos	  celulares	  se	  determinó	  mediante	  
el	   método	   comercial	   Micro	   BCA™	   (Thermo	   Scientific)	   según	   las	   instrucciones	   del	  
fabricante.	  	  
	  
4.4.4	  Purificación	  de	  proteínas	  solubles	  
	  
La	   purificación	   de	   la	   proteína	  H-­‐VS	   producida	  mediante	   transfección	   estable	   o	  
transitoria	  (4.2.13)	  se	  realizó	  mediante	  cromatografía	  de	  afinidad	  empleando	  anticuerpo	  
de	  ratón	  αHA	  como	  ligando	  	  (clones	  3F10	  y	  12CA5,	  Roche)	  siguiendo	  las	  indicaciones	  del	  
fabricante.	  
El	   anticuerpo	   16CD11	   se	   purificó	   mediante	   proteína	   A	   (GE	   healthcare)	   en	  
condiciones	  de	  alta	  sal	  	  según	  el	  protocolo	  de	  Harlow	  	  y	  Lane	  (1988).	  El	  anticuerpo	  Cl55	  
y	   las	   proteínas	   de	   fusión	   SLAM-­‐Fc	   y	   CD46-­‐FC	   se	   purificaron	   	   empleando	   columnas	  
HiTrap™	   de	   proteína	   L	   e	   IgSelect	   (GE	   healtchare)	   respectivamente,	   siguiendo	   los	  
procedimientos	  habituales	  descritos	  por	  el	  fabricante.	  
Para	  la	  purificación	  final	  de	  las	  proteínas	  recombinantes	  SLAM-­‐Fc	  y	  CD46-­‐Fc	  ,	  así	  
como	   de	   los	   anticuerpos	   monoclonales	   16CD11	   y	   cl55,	   se	   realizó	   	   una	   paso	   de	  
purificación	   adicional	   mediante	   cromatografía	   de	   exclusión	   molecular	   utilizando	   una	  
columna	   Superdex	   200-­‐5/150	   (GE	   Healthcare).	   La	   columna	   se	   lavó	   con	   al	   menos	   un	  
volúmen	  de	  agua	  miliQ	  y	  se	  equilibró	  con	  2	  volúmenes	  del	  tampón	  HEPES.	  Se	  trabajó	  a	  
un	  flujo	  de	  0,5mL/min.	  y	  se	  inyectó	  1	  mL	  de	  muestra.	  
	  
4.4.5	  ELISAs	  (inmunoensayo	  enzimático	  en	  fase	  sólida)	  
	  
Para	   la	   realización	   de	   los	   ELISA	   se	   han	   utilizado	   procedimientos	   habituales	  
detallados	  en	  el	  libro	  Antibodies:	  a	  laboratory	  manual	  (Harlow	  y	  Lane,	  1988).	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4.4.5.1	  Isotipado	  anticuerpos	  monoclonales	  
	  
El	   isotipado	  de	   los	  anticuerpos	  se	   realizó	  empleando	   reactivos	  dispuestos	  para	  
dicho	   fin	   de	   las	   compañías	   Calbiochem	   y	   Pierce	   (4.1.3)	   y	   placas	   de	  microtíter	   de	   alta	  
capacidad	   de	   absorción	   de	   proteínas	   (Nunc	   Maxisorp	   Immunoplates;Nalge	   Nunc	  
International).	   Los	   anticuerpos	   se	   isotiparon	   básicamente	   siguiendo	   los	   protocolos	  
tanto	   independiente	   como	   dependiente	   de	   antígeno	   según	   las	   instrucciones	  
recomendadas	   por	   cada	   fabricante.	   En	   caso	   del	   isotipado	   dependiente	   de	   antígeno	  
empleamos	   placas	   de	   96	   pocillos	   incubadas	   durante	   la	   noche	   a	   4ºC	   con	   tampón	  
carbonato/	  bicarbonato	  sódico	  60mM	  pH	  9,6	  conteniendo	  1	  μg/pocillo	  de	  un	  extracto	  
de	  células	  B95a	  infectadas	  por	  VS	  (4.4.2).	  
Alternativamente	   los	   anticuerpos	   se	   isotiparon	   mediante	   inmufluorescencia	  
indirecta	  (4.3.9),	  empleando	  portaobjetos	  con	  células	  persistentemente	  infectadas	  por	  
VS,	  suero	  de	  conejo	  αIgG	  de	  ratón	  específico	  de	  cadena	  pesada	  y	  de	  cadena	   ligera	  de	  
inmunoglobulina	  (PIERCE)	  y	  cabra	  αconejo	  conjugado	  con	  isotiocianato	  de	  fluoresceína	  
(Sigma-­‐Aldrich).	  
	  
4.4.5.2	  Determinación	  de	  la	  concentración	  de	  proteínas	  recombinantes	  
	  
Cuantificación	  IgG	  
	  
Para	   la	   cuantificación	   de	   la	   IgG	   especifica	   de	   isotipo	   de	   los	   anticuerpos	  
monoclonales	   presentes	   en	   líquido	   ascítico,	   los	   pocillos	   de	   las	   placas	   se	   incubaron	  
durante	  la	  noche	  a	  4ºC	  con	  100	  μl	  de	  10	  μg/mL	  o	  una	  dilución	  1:500	  de	  los	  anticuerpos	  
primarios	   frente	   a	   inmunoglobulinas	   (4.1.4).	   	   Las	   placas	   se	   lavaron	   4	   veces	   con	   PBS	  
conteniendo	   0,05%	   de	   Tween	   20	   (Amresco)	   y	   se	   bloquearon	   los	   sitios	   de	   unión	   no	  
específicos	  con	  BSA	  al	  2%	  en	  PBS	  durante	  60	  min.	  a	  RT.	  Las	  placas	  se	  lavaron	  de	  nuevo	  y	  
se	  añadieron	  por	  duplicado	  100	  μl	  de	  distintas	  diluciones	  binarias	  de	   los	  anticuerpos	  a	  
cuantificar,	   incubándose	  durante	  60	  min.	   a	   37ºC.	   En	  paralelo,	   se	   incluyeron	  diluciones	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similares	  del	  anticuerpo	  de	  referencia	  (4.1.4)	  que	  se	  utilizó	  para	  realización	  de	  la	  curva	  
de	  calibración.	  A	  continuación,	   las	  placas	  se	   lavaron	  y	   se	   incubaron	  durante	  60	  min.	  a	  
37ºc	   	   con	   100	   μl	   de	   cabra	   αIgG	   de	   ratón	   conjugado	   con	   HRP	   diluido	   1:10.000	   en	   la	  
solución	  de	  lavado	  (PBS+0,05%	  Tween	  20).	  La	  detección	  del	  anticuerpo	  unido	  se	  realizó	  
con	  100	  μl	  de	  TMB	  (1-­‐Step™	  Ultra	  TMB,	  Thermo	  Scientific),	  parándose	  la	  reacción	  a	  los	  10	  
min.	  con	  50	  μl	  de	  ácido	  sulfúrico	  2M.	  La	  absorbancia	  se	  midió	  450	  nm	  en	  un	   lector	  de	  
placas	   de	   Bio-­‐Rad	   PR3100	   TSC.	   Como	   control	   negativo,	   se	   empleó	   un	   anticuerpo	   de	  
referencia	  de	  isotipo	  distinto	  al	  anticuerpo	  empleado	  como	  captura.	  
	  
Cuantificación	  proteínas	  solubles	  
	  
	  
La	   cuantificación	   de	   la	   proteína	  H-­‐VS	   se	   realizó	   utilizando	   como	   anticuerpo	   de	  
captura	   	   100	   ng	   del	   anticuerpo	   αHA	   (12CA5).	   Posteriormente,	   se	   añadieron	   100	   μl	   de	  
distintas	   diluciones	   de	   la	   H-­‐VS	   a	   cuantificar	   junto	   con	   una	   H-­‐VS	   de	   referencia	  
cuantificada	  que	  sirvió	  para	  realizar	  la	  curva	  patrón	  (MVH3;	  Santiago	  et	  al.,	  2002).	  Para	  
cuantificar	  la	  H-­‐VS	  intacta	  unida	  a	  la	  placa	  a	  través	  del	  αHA,	  se	  empleó	  el	  suero	  αH-­‐VS	  de	  
conejo	  FM5	  (1:400)	  y	  suero	  de	  cabra	  αIg	  de	  conejo	  conjugado	  a	  HRP	  (1:100.000).	  
La	   cuantificación	   de	   las	   proteínas	   de	   fusión	   SLAM-­‐Fc	   y	   CD46	   FC	   se	   realizó	  
empleando	   como	  anticuerpos	  de	   captura	   	   150	  ng	  de	   los	   anticuerpos	  αSLAM	   (IPO3)	  o	  
αCD46	   (TRA-­‐2-­‐10),	   respectivamente.	   Se	   añadieron	   distintas	   diluciones	   de	   los	  
sobrenadantes	   a	   cuantificar	   en	   paralelo	   con	   proteínas	   de	   fusión	   SLAM-­‐Fc	   y	   CD46-­‐Fc	  
purificadas	   por	   cromatografía	   de	   exclusión	   y	   cuantificadas,	   las	   cuales	   sirvieron	   como	  
referencia	  para	   la	  curva	  de	  patrón.	  Se	  detectó	   la	  cantidad	  de	  proteína	  unida	  mediante	  
cabra	   αhumano	   conjugado	   a	   HRP,	   la	   cual	   reconoce	   el	   fragmento	   Fc	   de	   la	   cadena	  
ϒ(1:20.000).	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Cuantificación	  de	  anticuerpos	  específicos	  de	  sarampión	  en	  sueros.	  	  
	  
La	  cuantificación	  también	  se	  realizó	  empleando	  como	  antígeno	  la	  proteína	  H-­‐VS	  
de	  virus	  Edmonston	  y	  utilizando	  como	  suero	  de	  referencia	  el	  	  estándar	  internacional	  de	  
la	  WHO.	  Para	  ello	  las	  placas	  de	  96	  pocillos	  se	  recubrieron	  con	  100	  ng	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS	  
purificada.	   El	   bloqueo	   de	   las	   uniones	   inespecíficas	   se	   realizó	   empleando	   la	   solución	  
SuperBlock®	   (SuperBlock	   T20	   (PBS)	   blocking	   buffer,	   Thermo	   Scientific)	   ,	   siguiendo	  
básicamente	   las	   instrucciones	  del	   fabricante.	  A	  continuación	  se	  añadieron	   las	  distintas	  
diluciones	   de	   los	   sueros	   con	   inmunidad	   frente	   al	   sarampión	   junto	   con	   el	   suero	   de	  
referencia	  (2nd	  I.S)	  como	  estándar	  de	  calibración.	  La	  unión	  de	  los	  anticuerpos	  se	  reveló	  
empleando	  anticuerpos	  αIgG	  humana	  conjugado	  con	  HRP.	  
Se	  empleó	  también	  de	  manera	  puntual	  un	  ELISA	  disponible	  comercialmente	  para	  
la	  medición	   cuantitativa	   de	   la	   IgG	   específica	   de	   sarampión	   (	   Enzygnost®	   anti-­‐measles	  
virus/Ig).	  El	  ELISA	  se	  basa	  en	  la	  utilización	  como	  antígeno	  de	  un	  extracto	  de	  células	  Vero	  
infectadas	  por	  el	  virus	  vacunal	  Edmonston.	  El	  ensayo	  se	  realizó	  según	  las	  instrucciones	  
del	  fabricante	  incluyendo	  el	  suero	  de	  referencia	  de	  la	  WHO	  y	  la	  cuantificación	  se	  realizó	  
en	  mUI/mL	  según	  el	  método	  descrito.	  
	  
4.4.5.3	  Unión	  de	  los	  receptores	  celulares	  a	  la	  proteína	  H-­‐VS	  	  
	  
Se	   emplearon	   las	   proteínas	   de	   fusión	   SLAM-­‐Fc	   y	   CD46-­‐Fc	   secretadas	  
directamente	   en	   el	   sobrenadante	   celular.	   En	   el	   caso	   de	   la	   Nectina	   4-­‐Fc,	   se	   usó	   en	   la	  
forma	  purificada	  producida	  por	  el	  Dr.	  Roberto	  Cattaneo	   (Mayo	  Clinic,	  Rochester,	  MN,	  
USA).	  Para	  los	  experimentos	  de	  unión	  se	  emplearon	  50	  ng	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS	  absorbida	  
en	  placa,	  saturándose	  los	  sitios	  de	  unión	  inespecíficos	  con	  PBS+2%	  BSA.	  A	  continuación	  
se	   añadieron	   los	   receptores	   SLAM-­‐Fc	   y	   CD46-­‐Fc	   a	   la	   concentración	   indicada	  
diluyéndolos	   en	   su	   caso	   con	   DMEM	   10%.	   En	   el	   caso	   de	   la	   Nectina	   4-­‐Fc	   la	   dilución	   se	  
realizó	  en	  PBS	  añadiendo	  0,05%	  Tween	  y	  100	  mM	  NaCl	  para	  que	  la	  mayor	  fuerza	  iónica	  y	  
el	  detergente	  redujeran	  el	  alto	  fondo	  que	  habíamos	  observado.	  Después	  de	  1	  hora	  de	  
incubación	  a	  37ºC	  y	   tras	   lavar	   las	  placas,	   	   se	  añadieron	  75	  ng	  de	  anticuerpos	  de	  cabra	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αIgG	  humana	  conjugado	  con	  biotina,	  revelándose	  la	  unión	  posteriormente	  con	  10	  ng	  de	  
avidina-­‐HRP.	   Alternativamente,	   los	   receptores	   se	   incubaron	   durante	   dos	   horas	   y	   se	  
reveló	  su	  unión	  con	  cabra	  αIgG	  humana	  conjugado	  a	  HRP,	  no	  observándose	  diferencias	  
en	  los	  resultados	  obtenidos.	  
Para	  el	  ELISA	  de	  competición,	  se	  añadieron	  50	  μl	  de	  distintas	  concentraciones	  de	  
los	   anticuerpos	   αH-­‐VS	   indicados	   sobre	   las	   placas	   recubiertas	   con	   H-­‐VS.	   El	   tampón	   de	  
dilución	   con	   o	   sin	   control	   de	   isotipo	   se	   utilizó	   para	   determinar	   la	   reactividad	   basal.	  
Después	  de	  1	  hora	  de	  incubación	  a	  37ºC,	  se	  añadieron	  	  50	  μl	  de	  los	  receptores	  SLAM-­‐Fc	  o	  
CD46-­‐Fc	  (4μg/mL)	   incubándose	  durante	  1	  hora	  adicional.	  La	  unión	  del	  anticuerpo	  o	  de	  
los	  receptores	  se	  detectó	  con	  cabra	  αIgG	  de	  ratón/humano	  conjugado	  con	  HRP.	  
	  
4.4.6	  Cinética	  de	  la	  unión	  de	  los	  anticuerpos	  monoclonales	  a	  la	  
hemaglutinina	  (H-­‐VS)	  
	  
La	   interacción	   de	   la	   proteína	   H-­‐VS	   con	   los	   anticuerpos	  monoclonales	   16CD11	   y	  
Cl55	   se	   visualizó	   mediante	   resonancia	   de	   plasmones	   de	   superficie	   (SPR)	   usando	   un	  
instrumento	   BIAcore	   3000	   (GE	  Healthcare)	   y	   superficies	   sensoras	   	   CM5	   (carboximetil	  
dextrano).	  	  
En	   el	   experimento,	   como	   tampón	   de	   corrida	   así	   como	  para	   efectuar	   todas	   las	  
diluciones	  de	  las	  proteínas	  se	  empleó	  el	  tampón	  HEPES.	  Para	  capturar	  la	  proteína	  H-­‐VS	  a	  
la	   superficie	   del	   sensor,	   primeramente	   se	   inmovilizó	   en	   la	   superficie	   del	   sensor	   el	  
anticuerpo	  αHA	  (clon	  12CA5)	  usando	  el	  sistema	  de	  unión	  por	  aminas	  de	  GE	  Healthcare.	  
El	   αHA	   (4	   μg/mL)	   se	   diluyó	   en	   acetato	   sódico	   10	   nM,	   pH	   5,0	   inmovilizándose	   en	   la	  
superficie	   del	   sensor	   entre	   9.000	   y	   13.000	   unidades	   de	   resonancia	   (RU).	  
Posteriormente,	  la	  proteína	  H-­‐VS	  se	  inyectó	  sobre	  la	  superficie	  con	  el	  anticuerpo	  αHA	  a	  
5	   μl/min	   	   durante	   3	  min.	   	   Para	  monitorizar	   la	   unión	  de	   los	   anticuerpos,	   se	   emplearon	  
distintas	   concentraciones	   de	   16CD11	   y	   cl55	   que	   se	   inyectaron	   sobre	   la	   proteína	   H-­‐VS	  
capturada	  a	  10-­‐30	  μl/min.	  Las	  proteínas	  se	  liberaron	  del	  anticuerpo	  para	  la	  regeneración	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de	   la	  superficie	  por	   inyección	  de	  dos	  pulsos	  de	  ácido	  cítrico	  50	  nM,	  pH	  3,o	   .	  Todos	   los	  
ciclos	   de	   unión	   y	   regeneración	   se	   realizaron	   con	   el	   mismo	   anticuerpo	   pegado	   en	   la	  
superficie	   del	   sensor	   sin	   aparentes	   cambios	   en	   su	   actividad.	   La	   cinética	   de	   unión	   se	  
determinó	  mediante	  el	  análisis	  de	  los	  sensogramas	  utilizando	  el	  software	  BIAevaluation	  
3.2	  y	  el	  modelo	  bivalent	  analyte.	  Para	  ello	  se	  corrigió	  previamente	  el	  ‘drifting’	  de	  la	  línea	  
de	   base,	   producido	   por	   liberación	   de	   la	   H-­‐VS	   capturada	   por	   el	   αHA	   mediante	  
substracción	  del	  sensograma	  control	  en	  el	  cual	  se	  aplicó	  tampón	  en	  vez	  de	  anticuerpo.	  
La	   constante	   de	   disociación	   se	   determinó	   tanto	   de	   las	   constantes	   cinéticas	   (kd/ka)	  
como	   mediante	   análisis	   Scatchard	   del	   anticuerpo	   unido	   en	   estado	   estacionario.	   La	  
cantidad	  de	  anticuerpo	  unido	  se	  estableció	  de	  aquel	  unido	  a	   los	  20	  seg.	  del	   final	  de	   la	  
inyección	  y	  corrigiéndolo	  de	  la	  unión	  obtenida	  cuando	  se	  empleó	  tampón	  HEPES.	  
	  
4.4.4	  	  	  	  	  Modelado	  estructural	  
	  
Los	  modelos	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS	  se	  generaron	  usando	  la	  estructura	  de	  cristales	  
de	   la	   proteína	  H-­‐VS	   sola	   (PDB	   2ZB5)	   (Hashiguchi	   et	   al.,	   2007),	   en	   complejo	   con	   CD46	  
(PDB	   3INB)	   (Santiago	   et	   al.,	   2010),	  Nectina	   4	   (PDB	  4GJT)	   (Zhang	   et	   al.,	   2013)	   o	   SLAM	  
(3AZ,	   3ALX)	   (Hashiguchi	   et	   al.,	   2011).	   El	   modelo	   complejo	   azúcar	   N-­‐glucosilado	   se	  
construyó	   manualmente	   usando	   un	   complejo	   tipo	   azúcar	   penta-­‐antenario	   cuyas	  
coordenadas	   fueron	   obtenidas	   de	   la	   página	   web	   http://www.glycosciences.de	  
(Hashiguchi	   et	   al.,	   2007,	   Hashiguchi	   et	   al.,	   2012).	   Las	   estructuras	   cristalográficas	   se	  
analizaron	  y	  manipularon	  mediante	  el	  software	  PyMOL	  (http://pymol.org).	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5.1	   	   	   Evolución	   de	   genes	   virales	   a	   lo	   largo	   de	   un	   brote	   epidémico	   de	  	  
sarampión	   causado	   por	   un	   genotipo	   	   importado	   en	   una	   población	  	  
mayoritariamente	  vacunada	  	  
	  
5.1.1	  	  	  Descripción	  del	  brote	  
	  
Del	  9	  de	  Enero	  al	  25	  de	  Julio	  del	  2006	  se	  detectó	  un	  brote	  de	  sarampión	  en	   la	  
Comunidad	  de	  Madrid	  con	  174	  casos,	  de	  los	  cuales	  153	  se	  confirmaron	  por	  laboratorio.	  El	  
rango	   de	   edad	   de	   aparición	   de	   los	   casos	   fue	   de	   dos	   meses	   a	   37	   años.	   El	   47,1%	  
correspondía	  a	  adultos	   jóvenes	  de	  20	  a	  34	  años	  de	  edad	  y	  el	  13,2%	  a	  niños	  entre	  6	  y	  11	  
meses.	  La	  incidencia	  más	  elevada	  se	  observó	  en	  el	  grupo	  de	  menores	  de	  un	  año	  (35,87	  
por	  cada	  100.000	  habitantes),	  seguida	  del	  grupo	  de	  1	  a	  4	  años	  (16,23	  por	  cada	  100.000	  
habitantes).	   Las	   complicaciones	   ocurrieron	   en	   el	   9,8%	   de	   los	   casos,	   principalmente	  
neumonía	  y	  el	  37,4%	  requirió	  ingreso	  hospitalario.	  
Se	   observó	   una	   primera	   agregación	   temporal	   de	   9	   casos	   a	   los	   17	   días	   de	   la	  
aparición	  del	  primero,	  que	  abarca	  un	  periodo	  de	  9	  días,	  y	  posteriormente	  una	  aparición	  
sucesiva	  de	  casos	  a	  partir	  del	  11	  de	  febrero,	  con	  un	  pico	  en	  la	  semana	  18	  (21	  casos).	  La	  
magnitud	  del	  brote	  fue	  especialmente	  importante	  entre	  las	  semanas	  16	  y	  20	  (62	  casos).	  
El	   incremento	   de	   casos	   en	   el	   segundo	   intervalo	   coincide	   con	   el	   aumento	   de	   casos	  
menores	  de	  15	  meses	  y	  la	  detección	  de	  la	  circulación	  del	  virus	  en	  escuelas	  infantiles.	  La	  
duración	  total	  del	  brote	  han	  sido	  198	  días,	  lo	  que	  supone	  11	  periodos	  de	  incubación	  del	  
virus	   durante	   los	   cuales	   el	   virus	   importado	   circuló	   por	   la	   Comunidad	   de	   Madrid.	   En	  
nuestro	  laboratorio	  aislamos	  VS	  en	  muestras	  de	  48	  pacientes	  distribuidos	  a	  lo	  largo	  del	  
brote	  y	  determinamos	  las	  secuencias	  de	  los	  genes	  virales	  N,	  P,	  H	  y	  F	  del	  primer	  pase	  en	  
cultivo.	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5.1.2	  	  	  Análisis	  de	  secuencias	  del	  gen	  N	  
	  
Determinamos	  las	  secuencia	  de	  los	  470	  nucleótidos	  del	  extremo	  3’	  de	  la	  del	  gen	  
N	  (región	  hipervariable)	  de	  los	  48	  aislados	  primarios	  obtenidos	  a	  lo	  largo	  del	  brote	  para	  
su	   comparación	   y	   genotipado	   con	   las	   secuencias	   de	   referencia	   de	   la	   WHO	   (Haddad-­‐
Boubaker	  et	  al.,	  2010,	  Zhang	  et	  al.,	  2010).	  	  Todas	  ellas	  se	  agrupaban	  con	  Ibadan.NIE/97/1,	  
New	   York.USA/94	   y	   Zliten.LBY.14/09/4	   (GenBank:	   AJ232203,	   AJ239133	   y	   FN564356,	  
respectivamente),	  cepas	  de	  referencia	  para	  el	  genotipo	  B3	  (sub-­‐genotipos	  B3.1,	  B3.2	  y	  
B3.3,	  respectivamente)	  (fig.	  14).	  La	  divergencia	  en	  nucleótidos	  con	  	  Ibadan.NIE/97/1	  fue	  
del	   1,23%,	   mientras	   que	   con	   New	   York.USA/94	   y	   Zliten.LBY.14/09/4	   esta	   divergencia	  
aumentaba	   al	   3,01%	   y	   3,53%,	   respectivamente.	   Esta	   distancia	   de	   1,23%	   se	   encuentra	  
dentro	   del	   límites	   aceptados	   para	   definir	   un	   nuevo	   genotipo	   (≥2,5%)	   por	   lo	   que	  
determinamos	   que	   las	   secuencias	   de	   Madrid	   corresponden	   al	   genotipo	   B3,	   sub-­‐
genotipo	  B3.1.	  Todas	   las	  secuencias	  de	  nucleótidos	  del	  gen	  N	  de	   los	  aislados	  del	  brote	  
de	  Madrid	  son	  idénticas	  entre	  sí	  e	  idénticas	  a	  la	  cepa	  inglesa	  circulando	  antes	  y	  durante	  
el	  mismo	  periodo	  de	  tiempo	  que	  los	  casos	  de	  Madrid	  (Nottingham.GBR/50.05,	  GenBank	  
EU416323	   y	   Harrow.GBR/16.06/2,	   GenBank	   EU585732,).	   Estos	   datos	   indican	   un	   origen	  
común	  de	   todos	   los	  casos	  del	  brote.	  Acorde	  con	   los	  datos	  epidemiológicos,	  el	  primer	  
caso	  detectado	  vino	  del	  Reino	  Unido	  y	  desarrolló	  el	  exantema	  días	  después	  de	  llegar	  a	  
Madrid	   (MVi/Madrid.SPA/4.06).	   Una	   vez	   iniciado	   el	   brote	   en	   Madrid,	   una	   secuencia	  
idéntica	   se	   detectó	   en	   Estados	   Unidos	   produciendo	   allí	   un	   brote	   de	   pequeñas	  
dimensiones	  (New	  York	  City.USA/18.06,	  GenBank	  DQ888753).	  La	  comparación	  entre	  las	  
secuencias	  B3	  disponibles	  en	  GenBank	  y	  de	  las	  que	  se	  disponen	  también	  de	  datos	  de	  los	  
respectivos	  genes	  H,	  muestra	  una	  variación	   intra-­‐genotipo	  para	  el	  gen	  N	  del	  1,59%	  (fig.	  
15A).	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5.1.3	  	  	  Análisis	  de	  secuencias	  de	  los	  genes	  F	  y	  P	  
	  
La	  secuenciación	  de	  la	  región	  codificante	  del	  gen	  F	  y	  el	  gen	  P	  completo	  se	  llevó	  a	  
cabo	  en	  el	  primer	  y	  último	  caso	  del	  brote.	  Las	  secuencias	  del	  gen	  F	  no	  muestran	  ningún	  
cambio	  de	  nucleótido	  en	  este	  periodo.	   En	   el	   caso	  del	   gen	  P,	   el	   último	   caso	  del	   brote	  
presenta	  una	  substitución	  en	  el	  nucleótido	  281	  respecto	  al	  caso	  índice,	  de	  T	  a	  C;	  con	  ello	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Figura	   14.	  Comparación	  de	   las	   secuencias	  del	  gen	  N	  del	  brote	  de	  Madrid	  durante	  el	  2006	  con	   las	  
secuencias	  de	  referencia	  de	   la	  WHO.	  Árbol	   filogenético	  ML,	   sin	  raíz,	   con	  asteriscos	   indicando	  
valores	  bootstrap	  mayores	  de	  0,8.	  Las	  cepas	  de	  referencia	  están	  designadas	  por	  su	  origen	  
geográfico	  (ciudad,	  país),	  año	  de	  aislamiento	  y	  genotipo	  (en	  azul).	  Las	  secuencias	  de	  Madrid	  
aparecen	   destacadas	   en	   rojo	   y	   se	   encuentran	   designadas	   según	   la	   recomendación	   de	   la	  
WHO:	  ciudad	  y	  país,	  semana	  del	  aislamiento	  y	  año	  del	  mismo.	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la	  proteína	  C	  que	  se	  inicia	  en	  un	  segundo	  ORF	  a	  19	  nucleótidos	  del	  inicio	  de	  la	  proteína	  P,	  
sufre	  un	  cambio	  de	  aminoácido	  en	  la	  posición	  67	  (ValàAla),	  permaneciendo	  inalteradas	  
tanto	   la	   proteína	   P	   como	   la	   proteína	   V.	   En	   este	   caso	   del	   gen	   P,	   la	   divergencia	   de	  
nucleótidos	  ronda	  de	  1,0	  a	  1,1%	  con	  respecto	  a	  la	  de	  la	  cepa	  de	  referencia	  Ibadan.NIE	  97/1	  
(B3.1,	   GenBank	   EU090806)	   y	   2,6-­‐2,7%	   respecto	   a	   New	   York.USA/94	   (B3.2,	   GenBank	  
EU090807).	  
	  
5.1.4	  Análisis	  de	  secuencias	  del	  	  gen	  H	  y	  caracterización	  de	  mutaciones	  
	  
La	  secuencia	  completa	  del	  gen	  H	  se	  determinó	  en	  los	  mismos	  48	  aislados	  empleados	  
para	  determinar	  la	  secuencia	  de	  la	  región	  hipervariable	  del	  gen	  N.	  Al	  contrario	  de	  lo	  que	  
ocurría	  en	  el	  gen	  N	  con	  una	  divergencia	  genética	  del	  0%	  hasta	  el	  final	  del	  brote,	  el	  gen	  H	  
presenta	   una	   diversidad	   genética	   media	   del	   0,138%	   (intervalo	   de	   0	   a	   0,38%).	   En	   los	  
análisis	   filogenéticos,	   el	   gen	   H	   de	   estos	   virus	   se	   agrupaba	   con	   el	   de	   la	   cepas	   de	  
referencia	  del	  genotipo	  B3.1,	  dando	  el	  árbol	  la	  misma	  topología	  que	  para	  los	  genes	  N	  y	  P	  
(fig.	   15A	   y	   B).	   La	   divergencia	   en	   nucleótidos	   rondaba	   del	   0,60%	   al	   0,92%	   respecto	   a	  
Ibadan.NIE	   97/1	   (B3.1,	   GenBank	   AJ239133),	   2,1-­‐2,4%	   para	   New	   York.USA/94	   (B3.2,	  
GenBank	   L46752)	   y	   1,48-­‐1,8%	   para	   Zliten.LBY.14/09/4	   (B3.3,	   GenBank	   FN594724).	   La	  
secuencia	   de	   aminoácidos	   deducida	   difería	   en	   0,5-­‐0,8%;	   1,3-­‐1,6%;	   y	   1-­‐1,3%	   para	   los	   sub-­‐
genotipos	   B3.1,	   B3.2	   y	   B3.3,	   respectivamente.	   La	   diversidad	   genética	   dentro	   del	  
genotipo	   B3	   entre	   aquellos	   aislados	   de	   los	   que	   se	   disponen	   datos	   de	   secuencia	   en	  
GenBank	   tanto	   del	   gen	  N	   como	  del	  H,	  muestra	   una	   variación	   intra-­‐genotipo	   del	   1,34%	  
para	  el	  gen	  H,	  ligeramente	  menor	  a	  la	  del	  gen	  N	  (1,59%)	  (fig.	  15).	  	  
En	   relación	   al	   mecanismo	   subyacente	   a	   las	   mutaciones	   detectadas,	  
caracterizamos	   los	   cambios	  de	  nucleótidos	  y	  aminoácidos	  y	   sus	  posiciones	  dentro	  del	  
marco	  de	  lectura	  del	  gen	  H-­‐VS	  junto	  con	  su	  posición	  relativa	  en	  el	  codón.	  Calculamos	  la	  
relación	  dN/dS	  mediante	  el	  método	  SLAC,	  FEL	  	  e	  IFEL	  a	  un	  nivel	  de	  p<0,1	  para	  evaluar	  la	  
acción	  de	  una	  posible	  presión	  selectiva	  en	  la	  secuencia	  codificante	  de	  H-­‐VS.	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Tabla	  1.	  Cambios	  de	  nucleótidos	  y	  aminoácidos	   	  y	  sus	  posiciones	  relativas	  en	  el	  gen	  y	  
proteína	  H-­‐VS	  durante	  el	  brote	  epidémico	  de	  sarampión	  ocurrido	  en	  Madrid	  durante	  el	  
año	  2006.	  
Substitución 
de nucleótido 
Posición 
en el gen 
Posición 
en el 
Codón 
Posición 
aa Expresión 
Nº de 
secuencias 
A⇒G 31 2 4 Gln⇒Arg 3 
G⇒A 258 1 80 Val⇒Ile 1 
G⇒A 495 1 159 Ala⇒Thr 1 
A⇒G 533 3 171 Silente 21 
C⇒T 1012 2 331 Thre⇒Ile 1 
C⇒T 1053 1 345 Val⇒Leu 21 
C⇒T 1197 1 393 Leu⇒Phe 1 
G⇒A 1220 1 400 Ala⇒Val 16 
T⇒C 1244 3 408 Silente 30 
C⇒T 1380 1 454 Silente 1 
G⇒A 1484 3 488 Silente 4 
C⇒A 1743 1 575 Gln⇒Lys 1 
C⇒G 1745 3 575 Silente 1 
G⇒A 1857 1 613 Gly⇒Arg 1 
	  
La	   estimación	   global	   fue	   de	   0,63	   [IC	   al	   95%	   de	   0,29-­‐1,8]	   mediante	   el	   método	   SLAC,	  
sugiriendo	   falta	  de	   selección	  negativa	  o	   incluso	  positiva	  pero	  débil.	   El	  mismo	  método	  
encontró	   una	   covariación	   positiva	   en	   los	   nucleótidos	   533	   y	   1053,	   p=0,73.	   Entre	   los	  
cambios	   de	   nucleótidos	   encontrados,	   el	   57%	   ocurrían	   en	   la	   primera	   base	   del	   codón,	  
mientras	  que	  el	  14%	  y	  el	  29%	  ocurrían	  en	  la	  segunda	  y	  tercera	  base,	  respectivamente.	  La	  
relación	  transiciones/transversiones	  (Ts/Tv)	  estimada	  según	  el	  modelo	  HKY85	  es	  de	  6,0	  
con	   un	   logarítmo	   de	   probabilidad	   L	   de	   -­‐2687,629.	   De	   todas	   las	   substituciones	  
encontradas,	   las	   substituciones	   transicionales	  GàA,	  AàG,	  UàC	  y	  CàU	  participan	  en	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un	  28,9%;	  25,35%;	   11,95%	  y	   12,44%	  de	   las	  mutaciones	  encontradas,	   respectivamente.	  Las	  
transversiones	  	  forman	  parte	  del	  21,36%	  restante	  (Tabla	  1).	  
	  
5.1.4.1	   	   Tasa	   de	   mutación	   del	   gen	   H-­‐VS	   del	   genotipo	   B3.1	   durante	   un	   brote	  
epidémico	  de	  sarampión	  
	  
La	   reconstrucción	   del	   árbol	   filogenético	   mediante	   el	   método	   Bayesiano	   MCM	  
con	   la	  secuencia	  de	  nucleótidos	  completa	  del	  gen	  H-­‐VS	  (1958	  nt)	  del	  brote	  de	  Madrid,	  
estima	  unas	  tasas	  de	  mutación	  de	  7,27x10-­‐6	  substituciones/sitio/día	  (IC	  al	  95%,	  3,09x10-­‐6	  –	  
1,23x10-­‐5)	   para	   el	   mismo,	   tras	   promediar	   distintas	   tasas	   obtenidas	   con	   diferentes	  
modelos	  evolutivos	  (tabla	  2)	  .	  
	  
Tabla	  2.	  Estimación	  de	  la	  tasa	  de	  mutación	  en	  el	  gen	  H-­‐VS	  del	  genotipo	  B3.1	  en	  el	  brote	  
de	  sarampión	  ocurrido	  en	  Madrid	  en	  el	  2006.	  
Modelo 
evolutivo1 Reloj molecular Tasas de sustitución nucleotídica
2 
HKY+G+i Estricto 7,28x10-6 (3,13x10-6 – 1,20x10-5) 
HKY+G+i Variable (Lognornal) 7,24x10-6 (2,91x10-6 – 1,20x10-5) 
GTR+G+i Estricto 7,32x10-6 (3,03x10-6 – 1.22x10-5) 
GTR+G+i Variable (Lognornal) 7,25x10-6 (3,27x10-6 – 1,29x10-5) 
 
	  
	  
	  
1	  Modelo	  de	  sustitución	  nucleotídica.	  HKY:	  Hasegawa,	  Kishino	  y	  Yano.	  GTR:	  General	  Time	  Reversible.	  
G+i:	   Heterogeneidad	   en	   la	   tasa	   de	   mutación	   entre	   sitios	   según	   una	   distribución	   gamma	   y	  
considerando	   sitios	   invariantes.	   2	   Tasa	   de	   sustitución	   nucleotídica	   en	   sustituciones/sitio/día.	   Entre	  
paréntesis	  se	  muestra	  el	  intervalo	  de	  confianza	  al	  95%.	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5.2	  	  	  	  La	  proteína	  de	  fusión	  del	  virus	  del	  sarampión,	  se	  encuentra	  
altamente	  conservada	  entre	  los	  distintos	  genotipos	  del	  virus	  
	  
En	  la	  infección	  natural,	   los	  anticuerpos	  neutralizantes	  se	  dirigen	  frente	  a	  ambas	  
glucoproteínas	   virales	   de	   superficie,	   H-­‐VS	   y	   F-­‐VS;	   principalmente	   H-­‐VS	   y	  
minoritariamente	  F-­‐VS	   (de	  Swart	   et	   al.,	   2005).	  Aunque	  no	  observamos	  variación	   intra-­‐
genotípica	  en	  la	  secuencia	  del	  gen	  F-­‐VS	  durante	  la	  epidemia	  de	  Madrid,	  determinamos	  
las	   secuencias	   completas	   tanto	   de	   los	   genes	   H-­‐VS	   y	   F-­‐VS	   de	   distintos	   aislados	  
correspondientes	  a	  distintos	  genotipos	  que	  han	  causado	  brotes	  en	  España	  desde	  1990	  a	  
2013	  (figura	  9).	  En	  la	  tabla	  3,	  se	  muestra	  el	  número	  de	  cambios	  de	  aminoácidos	  	  
	  
Tabla	   3.	   Comparación	   de	   la	   secuencia	   de	   aminoácidos	   deducida	   para	   las	   proteínas	   de	   la	  
envuelta	  F-­‐VS	  y	  H-­‐VS	  entre	  aislados	  representativos	  	  de	  los	  distintos	  genotipos	  de	  VS.	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Los	   aislados	   utilizados	   fueron:	   Edmonston	   (genotipo	   A),	   FV	   (genotipo	   C2),	   AMP	   (genotipo	   B3.1),	  
BCN252F07	   (genotipo	  D4.1),	   CSL	   (genotipo	  D4.4),	   	   BCL	   (genotipo	  D6),	   JABT	   (genotipo	  D6),	   	   RMA	  
(genotipo	   D8),	   CVM	   (genotipo	   D9),	   SS65045397	   (genotipo	   G3)	   YUYI	   (genotipo	   H1).	   N.D,	   no	  
determinada	  la	  secuencia	  del	  gen.	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existentes	  entre	  los	  distintos	  genotipos	  tanto	  a	  nivel	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS	  como	  de	  la	  F-­‐
VS.	   A	   diferencia	   de	   lo	   que	   ocurre	   en	   la	   H-­‐VS,	   la	   F-­‐VS	   presenta	   un	   alto	   nivel	   de	  
conservación,	  con	  la	  excepción	  de	  la	  correspondiente	  al	  genotipo	  H1	  que	  presenta	  una	  
relativamente	  más	  alta	  variación	  respecto	  al	  resto	  de	  genotipos.	  
La	  comparación	  de	  la	  secuencia	  de	  aminoácidos	  deducida	  para	  la	  proteína	  H-­‐VS	  
indica	  que	  todos	   los	  genotipos	  comparten	  cuatro	  sitios	  de	  N-­‐glucosilación,	   localizados	  
en	  los	  residuos	  168,	  187,	  200	  y	  215.	  Previos	  análisis	  de	  la	  H-­‐VS	  han	  mostrado	  un	  sitio	  de	  N-­‐
glucosilación	  nuevo	  en	  el	  linaje	  D	  (genotipos	  D4,	  D7	  y	  D11),	  localizado	  en	  el	  residuo	  416	  y	  
demostrándose	  su	  uso	  (Santibañez	  et	  al.,	  2005,	  Levy	  et	  al.,	  2012,	  Zhang	  et	  al.,	  2013).	  Los	  
análisis	  de	  los	  diferentes	  genotipos	  	  de	  nuestros	  aislados	  confirman	  dichos	  resultados	  y	  
los	  extiende	  a	  los	  genotipos	  D8	  y	  D9.	  Por	  otra	  parte,	  los	  genotipos	  D4.4	  y	  H1	  perderían	  
un	  sitio	  potencial	  de	  glucosilación	  localizado	  en	  el	  residuo	  238,	  aunque	  no	  hay	  evidencia	  
de	  que	  sea	  empleado	  en	  el	  resto	  de	  genotipos	  (Hu	  et	  al.,	  1994).	  
La	  secuencia	  de	  la	  F-­‐VS	  presenta	  dos	  potenciales	  metioninas	  iniciadores	  (tabla	  4).	  
En	  el	  caso	  de	   los	  genotipos	  genotipos	  B3.1,	  D4.1	  y	  D7,	   la	  primera	  de	   las	  metioninas	  es	  
substituida	   por	   isoleucina	   o	   valina.	   Todas	   los	   genotipos	   comparten	   los	   cuatro	   sitios	  
potenciales	  de	  N-­‐glucosilación,	  localizados	  en	  los	  residuos	  9,	  32,	  64	  y	  70,	  situados	  en	  la	  
porción	   F2	   de	   la	   proteína.	   A	   su	   vez,	   los	   genotipos	   salvajes	   comparten	   un	   cambio	  
(E463G)	  en	  comparación	  al	  virus	  vacunal	  y	  no	  se	  encuentra	  en	  ninguna	  de	  las	  proteínas	  
F-­‐VS	   cambios	   asociados	   que	   pudiesen	   afectar	   a	   la	   capacidad	   fusogénica	   de	   la	  misma	  
(Alkhatib	  et	  al.,	  1994,	  Apte-­‐Sengupta	  et	  al.,	  2012,	  Apte-­‐Sengupta	  et	  al.,	  2013,	  Watanabe	  et	  
al.,	  2013).	  	  
A	  tenor	  de	  las	  estructuras	  primarias	  de	  H-­‐VS	  y	  F-­‐VS,	  y	  según	  los	  datos	  obtenidos	  
de	  una	  mayor	   variación	  genética	   encontrada	  en	  el	   gen	  H-­‐VS	  durante	  el	   transcurso	  de	  
una	  epidemia,	  predecimos	  una	  mayor	  probabilidad	  de	  encontrar	  diferencias	  antigénicas	  
en	  la	  H-­‐VS	  respecto	  a	  la	  F-­‐VS,	  y	  así	  nos	  centramos	  en	  el	  estudio	  de	  la	  primera.	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Tabla	  4.	  Comparación	  de	   la	   secuencia	  de	  aminoácidos	  deducida	  para	   las	  proteínas	  F-­‐VS	  
de	  diferentes	  genotipos	  del	  VS.	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5.3	   Caracterización	   de	   anticuerpos	   monoclonales	   frente	   a	   la	  
hemaglutinina	  del	  virus	  del	  sarampión	  
	  
En	  primer	  lugar,	  procedimos	  a	  isotipar	  las	  cadenas	  pesadas	  y	  ligera	  de	  cada	  uno	  
de	   los	   mAbs	   αH-­‐VS	   empleados,	   con	   objeto	   de:	   a)	   confirmar	   su	   homogeneidad,	   b)	  
facilitar	  su	  purificación,	  c)	  posibilitar	  su	  titulación	  para	  cuantificar	  su	  actividad	  de	  fijación	  
y	  actividad	  neutralizante	  y	  d)	  obtener	   fragmentos	  Fab	  homogéneos	  para	  cristalizarlos	  
en	  complejo	  con	  H-­‐VS.	  Los	  anticuerpos	  empleados	  I41,	  Cl55,	  I29,	  16CD11	  y	  8905	  	  fueron	  
isotipados	  como	  IgG2a,	  IgG2b,	  IgG2a,	  IgG2b	  e	  IgG1,	  respectivamente	  (fig.	  16).	  Observamos	  
una	  discrepancia	  con	  el	   isotipo	  previamente	  descrito	  para	  el	  mAb	  16CD11	  por	  Yan	  H.	  y	  
colaboradores	   (2002),	   donde	   lo	   describieron	   como	   IgG1.	   Esto	   podría	   deberse	   a	   que	  
dicho	   anticuerpo	   se	   obtuvo	   originalmente	   usando	   una	   línea	   de	   mieloma	   murino	  
productora	   de	   IgG1	   y	   de	   este	   modo	   secreta	   moléculas	   de	   anticuerpo	   híbridas	  
(Sheshberadaran	  y	  Payne,	  1988)	  que	  hemos	  detectado	  tras	  pruebas	  de	  subclonado	  de	  
los	  respectivos	  hibridomas.	  	  
Basándonos	  en	  datos	  de	  ELISAs	  de	  competición	  y	  de	  mapeo	  de	  mutaciones	  de	  
escape	  a	  la	  neutralización	  del	  VS,	  estos	  anticuerpos	  pertenecen	  a	  los	  sitios	  antigénicos	  
Ia	  (I29),	  IIa	  (16CD11)	  y	  III	  (I41	  y	  Cl55)	  de	  la	  H-­‐VS	  (Sheshberadaran	  y	  Norrby,	  1986,	  Hu	  et	  al.,	  
1993,	  Masse	  et	  al.,	  2004).	  No	  existían	  datos	  previos	  del	  epitopo	  reconocido	  por	  el	  mAb	  
8905.	  	  
La	   fijación	   de	   estos	   anticuerpos	   monoclonales	   a	   la	   H-­‐VS	   nativa	   en	   superficie	  
celular	   se	   ensayó	   inicialmente	   mediante	   citometría	   de	   flujo	   sobre	   células	   infectadas	  
persistentemente	   por	   distintos	   aislados	   correspondientes	   a	   distinto	   genotipo	   de	   VS.	  
Estas	  células	  muestran	  una	  alta	  expresión	  en	  superficie	  de	  las	  glucoproteínas	  H-­‐	  y	  F-­‐VS	  
en	   su	   conformación	  nativa	   y	   la	   persistencia	  del	   virus	   se	  mantiene	  estacionaria.	   Por	   lo	  
tanto,	  ofrecen	  la	  ventaja	  de	  evitar	  	  múltiples	  	   infecciones	  	  líticas	  de	  las	  células	  	  y	  	  dado	  	  
que	   hemos	   observado	   diferente	   cinética	   de	   multiplicación	   de	   VS	   para	   distintos	  
genotipos	  en	  la	  infección	  lítica,	  se	  facilita	  la	  comparación	  de	  la	  fijación	  entre	  genotipos	  
(Nakayama	  et	  al.,	  2003).	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En	   la	   figura	   17	   	   se	   observa	   el	   patrón	   de	   fijación	   a	   la	   superficie	   celular	   de	   los	  
distintos	  anticuerpos	  monoclonales.	  Los	  anticuerpos	   I41	  e	   I29	  muestran	  baja	   fijación	  a	  
células	  infectadas,	  acentuándose	  esta	  baja	  unión	  sobre	  todo	  en	  el	  anticuerpo	  I41,	  si	  bien	  
esta	   fijación	   podría	   estar	   enmascarada	   por	   el	   alto	   nivel	   de	   fondo	   producido	   sobre	  
células	   no	   infectadas.	   No	   obstante,	   destaca	   una	  mayor	   fijación	   para	   el	   genotipo	   B3.1	  
frente	  a	  ambos	  anticuerpos.	  En	  el	  caso	  de	   los	  anticuerpos	  8905	  y	  16CD11,	  se	  observan	  
diferencia	   en	   sus	   fijaciones.	   Aquellas	   células	   infectadas	   con	   los	   genotipos	   C2	   y	   D4.4	  
muestran	  mejor	  fijación,	  mientras	  que	  para	   las	   infectadas	  con	  los	  genotipos	  D6	  y	  B3.1,	  
observamos	  una	  ligera	  mayor	  fijación.	  Destaca	  la	  ausencia	  de	  fijación	  de	  las	  células	  	  
	  
!IgG1 !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!IgG2a!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!IgG2b !!
 ! !!!!!!!!!!λ!
!IgG3 !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!IgA!! !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!IgM!
!mAb!8905!!!!!!I29! !!!!!!I41!
IgG1!
IgG2a!
!IgG2b!
IgG3!
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8905!!!16CD11!
B	  A	  
Figura	   16.	   Isotipado	   de	   anticuerpos	  monoclonales	   αH-­‐VS.	   (A)	   	   Isotipado	   dependiente	  de	   antígeno	  
realizado	   por	   ELISA.	   El	   isotipado	   se	   realizó	   usando	   el	   kit	   para	   dicho	   fin	   de	   Calbiochem®	   y	   placas	  
recubiertas	  con	  un	  extracto	  de	  células	  infectadas	  por	  VS.	  (B)	   Isotipado	  del	  mAb	  8905	  realizado	  por	  
inmunofluorescencia.	   El	   anticuerpo	   se	   añadió	   sobre	   portaobjetos	   con	   células	   persistentemente	  
infectadas	  por	  VS	  (células	  Jurkat-­‐M).	  	  Posteriormente	  se	  añadió	  suero	  αratón	  IgG1,	  IgG2a,	  IgG2b,	  IgG3,	  
κ,	   λ,	   revelándose	   la	  unión	  con	  fluoresceína	   y	  contrastando	   las	  células	   con	  azul	  de	  Evans.	   Imágenes	  
tomadas	  a	  una	  magnificación	  de	  250x.	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Fig.	  17	  Unión	  de	  anticuerpos	  monoclonales	  a	  la	  H-­‐VS	  presente	  en	  la	  superficie	  de	  células	  infectadas	  
por	   VS.	   Se	   emplearon	   los	   anticuerpos	   monoclonales	   señalados	   sobre	   los	   histogramas	   para	  
determinar	  su	  unión	  por	  citometría	  de	  flujo	  sobre	  células	  Dakiki	  persistentemente	  infectadas	  por	  VS	  
de	   distinto	   genotipo	   (señalado	   	   entre	   paréntesis).	   Como	   anticuerpo	   irrelevante	   se	   empleó	   un	  
anticuerpo	  frente	  la	  gE1	  del	  virus	  de	  la	  Rubeola	  (mAb	  926).	  Los	  ensayos	  se	  realizaron	  a	  5ºC	  para	  evitar	  
endocitosis	  o	  “capping”	  de	  anticuerpos	  unidos	  a	  la	  superficie	  celular	  (Joseph	  y	  Oldstone,	  1974).	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infectadas	   por	   el	   genotipo	   H1	   frente	   al	   anticuerpo	   8905	   (figura	   17	   ,	   flecha),	   lo	   que	  
sugiere	  la	  ausencia	  de	  su	  epítopo	  en	  la	  H-­‐VS	  de	  este	  genotipo.	  
	  
5.3.1	  	  	  Algunos	  genotipos	  escapan	  a	  la	  neutralización	  por	  anticuerpos	  
monoclonales	  αH-­‐VS	  
	  
La	  unión	  física	  de	  los	  anticuerpos	  no	  garantiza	  su	  función	  biológica	  y	  por	  lo	  tanto	  
la	  unión	  de	  los	  anticuerpos	  a	  la	  superficie	  de	  células	  infectadas	  por	  distintos	  genotipos	  
de	  VS	  no	  dan	  una	  información	  directa	  de	  la	  actividad	  viral	  neutralizante	  de	  los	  mismos,	  
lo	   cual	   requiere	   ensayos	   de	   neutralización	   in	   vitro.	   Por	   este	   motivo,	   los	   distintos	  
anticuerpos	  frente	  a	  la	  H-­‐VS	  se	  usaron	  en	  ensayos	  de	  neutralización	  sobre	  células	  SLAM+	  
B95m	   empleando	   aislados	   pertenecientes	   a	   distintos	   genotipos	   de	   VS	   (fig.	   18).	   Tres	  
anticuerpos	   (I29,	   I41	   y	   Cl55)	   neutralizaron	   todos	   los	   genotipos	   de	   VS.	   El	   anticuerpo	  
16CD11	  neutralizaba	  los	  genotipos	  A,	  C2,	  D4.1,	  D6,	  D8,	  D9	  y	  H1	  débilmente,	  mientras	  que	  
el	   genotipo	   D7	   era	   neutralizado	   por	   este	   monoclonal	   al	   menos	   tres	   ordenes	   de	  
magnitud	  más	  eficazmente.	  Este	  anticuerpo	  sin	  embargo	  no	  neutralizaba	  los	  genotipos	  
B3.1	   y	   D4.4,	   mostrando	   la	   ausencia	   de	   al	   menos	   un	   epítopo	   neutralizante	   en	   estos	  
genotipos.	  El	  anticuerpo	  8905	  no	  neutralizaba	  los	  genotipo	  C2	  y	  H1,	  aunque	  sí	   lo	  hacia	  
con	  el	  resto	  de	  genotipos	  ensayados	  de	  manera	  eficaz.	  	  
Estas	   observaciones	   sugieren	   que	   los	   sitios	   antigénicos	   Ia	   y	   III	   contienen	  
epítopos	   neutralizantes	   	   conservados	   entre	   genotipos.	   Por	   el	   contrario,	   el	   epítopo	  
definido	  por	  el	   anticuerpo	  8905	  así	   como	  el	   sitio	   antigénico	   IIa	  no	   lo	   son	  y	   revelan	   la	  
pérdida	  de	  epítopos	  neutralizantes	  entre	  los	  distintos	  genotipo	  del	  VS.	  
	  
	  
	  
	  
Figura	   18.	  Neutralización	   de	   diferentes	   genotipos	   del	   VS	   por	   anticuerpos	  monoclonales	   αH-­‐VS.	   	   El	  
ensayo	   de	  neutralización	   se	   realizó	   con	   diferentes	  genotipos	  del	  VS	  utilizando	   los	   anticuerpos	  αH-­‐VS	  
cl55,	  I41,	  I29,	  16CD11	  y	  8905.	  Se	  preincubaron	  concentraciones	  crecientes	  de	  los	  diferentes	  anticuerpos	  
con	  102	  u.f.p.	  del	  aislado	  del	  VS	  indicado,	  perteneciente	  a	  distinto	  genotipo	  (entre	  paréntesis);	  la	  mezcla	  
se	   añadió	   sobre	  monocapas	   de	   células	   B95m	   y	   la	   neutralización	   se	   cuantificó	   por	   contaje	   de	   placas	  
primarias.	  Cada	  punto	  representa	  valores	  medios	  obtenidos	  de	  determinaciones	  en	  cuadruplicado.	  Dos	  
experimentos	  adicionales	  dieron	  similares	  resultados.	  Desviación	  estándar	  ≤15%.	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5.3.2	  	  	  Sueros	  de	  personas	  vacunadas	  neutralizan	  todos	  los	  genotipos	  
del	  virus	  del	  sarampión	  
	  
Algunos	   laboratorios	   han	   mostrado	   diferencias	   en	   la	   actividad	   neutralizante	  
entre	  sueros	  de	  personas	  vacunadas	  y	  aquellas	  con	  infección	  natural	  frente	  a	  distintos	  
genotipos	  (Klingele	  et	  al.,	  2000,	  Shi	  et	  al.,	  2011).	  Como	   los	  títulos	  de	   inmunoglobulinas	  
específicas	   frente	   al	   virus	   del	   sarampión	   fueron	   menores	   en	   sueros	   de	   personas	  
vacunadas	   respecto	   aquellas	   con	   infección	   natural	   pasada	   (media	   de	   2155	   	   mIU/mL	  
frente	   a	   5433	   mUI/mL,	   respectivamente),	   probamos	   la	   actividad	   neutralizante	   de	  
distintos	  vacunados	  frente	  a	  distintos	  genotipos	  del	  VS	  para	  dilucidar	  si	   las	  diferencias	  
antigénicas	  observadas	  en	  los	  mismos	  mediante	  anticuerpos	  monoclonales,	  pudiesen	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Figura	   19.	   Capacidad	   de	   sueros	   de	   personas	   vacunadas	   para	   neutralizar	   diferentes	  
genotipos	   de	   VS.	   Ensayo	   de	   neutralización	   de	   virus	   para	   analizar	   la	   susceptibilidad	   de	  
diferentes	   genotipos	   a	   la	   neutralización	   por	   sueros	   de	   vacunados.	   Se	   representa	   el	  
porcentaje	   de	   infección	   en	   cada	   dilución	   de	   suero	   relativo	   a	   la	   infección	   en	   ausencia	   del	  
mismo.	   La	   IgG	   específica	   de	   sarampión	   se	   determinó	   mediante	   ELISA	   (Enzygnost)	  
introduciendo	   como	   estándar	   en	   UI/mL	   el	   suero	   estándar	   de	   la	  WHO	   66/202.	   	   Los	   datos	  
mostrados	  son	  la	  media	  aritmética	  de	  determinaciones	  en	  cuadriplicado.	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influir	  en	   la	  actividad	  neutralizante	  de	  vacunados.	  Dada	   la	  baja	  actividad	  neutralizante	  
del	  mAb	  16CD11,	  probamos	  aquellos	  genotipos	  que	  escapaban	  al	  mAb	  8905,	  ya	  que	   la	  
probabilidad	  de	  encontrar	  diferencias	  significativas	  podría	  ser	  mayor.	  En	  la	  fig.	  19	  vemos	  
como	  a	  diferencia	  de	   lo	  que	  sucedía	  con	  el	  anticuerpo	  8905,	   los	  sueros	  de	  vacunados	  
neutralizaban	  con	  similar	  eficacia	  VS	  de	  los	  genotipos	  C2,	  H1	  y	  D6.	  Nuestros	  datos,	  por	  lo	  
tanto,	  no	  apoyan	  una	  diferencia	  significativa	  en	   la	  neutralización	  de	  sueros	  vacunados	  
para	  distintos	  genotipos	  de	  VS.	  
	  
5.3.3	  	  Un	  único	  cambio	  de	  aminoácido	  en	  la	  proteína	  H-­‐VS	  	  determina	  la	  
neutralización	  selectiva	  de	  genotipos	  del	  virus	  del	  sarampión	  
	  
Dada	   las	   diferencias	   en	   la	   neutralización	   selectiva	   de	   genotipo	   observada	   en	  
nuestro	   laboratorio	  por	  el	  mAb	  8905,	  decidimos	  mapear	  su	  sitio	  de	  unión	  mediante	   la	  
generación	   de	   mutantes	   de	   escape	   al	   anticuerpo	   a	   fin	   de	   entender	   la	   base	   de	   esta	  
neutralización	   diferencial.	   Para	   seleccionar	   mutaciones	   de	   escape	   que	   evadieran	   la	  
neutralización	  del	  anticuerpo	  seleccionamos	  VS	  de	  dos	  distintos	  genotipos,	  D4.4	  y	  D6,	  
en	  presencia	  de	  concentraciones	  neutralizantes	  del	  mismo.	  El	  escape	  a	  la	  neutralización	  
del	  virus	   se	  produce	  por	  el	  proceso	  de	  selección	   impuesto	  por	   la	  presencia	  constante	  
del	  anticuerpo	  neutralizante.	  El	  porcentaje	  de	  mutación	  durante	  la	  replicación	  del	  VS	  en	  
cultivo	  celular	  en	  condiciones	  de	  selección	  por	  la	  presencia	  de	  un	  mAb	  neutralizante,	  se	  
ha	  reportado	  es	  de	  9x10-­‐5	  cambios	  de	  base	  por	  ciclo	  de	  replicación	  del	  virus	  (Schrag	  et	  
al.,	   1999),	   lo	   que	   equivale	   aproximadamente	   	   a	    ~1 mutación	   por	   genoma	   viral.	   Esto	  
supondría	  que	  en	  una	  población	  de	  106	  u.f.p.,	  se	  puede	  prever	  la	  selección	  de	  al	  menos	  
un	   	   mutante	   de	   escape	   al	   anticuerpo	   por	   crecimiento	   del	   virus	   en	   presencia	   de	  
concentraciones	  neutralizantes	  del	  mismo,	  a	  no	  ser	  que	  la	  mutación	  sea	  deletérea	  para	  
la	   propagación	   viral.	   Siguiendo	   este	   procedimiento,	   aislamos	   varios	   clones	   que	  
mostraban	   menor	   interacción	   con	   el	   anticuerpo	   8905	   y	   que	   eran	   resistentes	   a	   la	  
neutralización	  por	  el	  mismo	  (fig.	  20	  y	  21)	  Aunque	  	  esperábamos	  	  que	  	  los	  	  cambios	  	  	  se	  	  	  
encontrasen	  	  en	  	  H-­‐VS	  	  por	  	  el	  	  tipo	  de	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virus,	   	   la	   interacción	  entre	   las	  proteínas	  H-­‐	   y	   F-­‐VS	  potencialmente	  podría	  permitir	  que	  
cambios	  en	  zonas	  distintas	  de	  H-­‐VS,	  influenciasen	  los	  epítopos	  del	  sitio	  antigénico	  de	  H-­‐
VS,	  por	  lo	  que	  obtuvimos	  las	  secuencias	  completas	  de	  las	  glucoproteínas	  de	  la	  envuelta	  
H-­‐VS	  y	  F-­‐VS	  (Wild	  et	  al.,	  1991,	  Plemper	  et	  al.,	  2001).	  En	  ninguno	  de	  los	  clones	  se	  predecía	  
cambio	  alguno	  en	  el	  gen	  F-­‐VS.	  En	  el	  caso	  del	  gen	  H-­‐VS,	  aunque	  para	  el	  clon	  BCL-­‐A7	  se	  
encontraron	  dos	  cambios	  de	  aminoácido,	  N375K	  y	  K403E,	  	  N375	  es	  específico	  del	  aislado	  
BCL	   ya	   que	   el	   resto	   de	   aislados	   del	   genotipo	   D6	   (neutralizados	   por	   el	   mAb	   8905)	  
presentan	  K375.	  Por	  esta	   razón,	  asignamos	  el	   cambio	  K403E	  como	  el	   responsable	  del	  
escape	   a	   la	   neutralización	   por	  mAb	   8905	   en	   este	   clon	   BCL-­‐A7.	   De	   acuerdo	   con	   estos	  
resultados,	   en	   los	   otros	   dos	   clones	   obtenidos	   solo	   se	   encontró	   un	   cambio	   único	   de	  
nucleótido	  que	  se	  traducía	  en	  un	  cambio	  de	  aminoácido	  (N396D	  y	  K405D,	  tabla	  5).	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Figura	  20.	  Caracterización	  de	  mutantes	  de	  escape	  a	  la	  neutralización	  por	  el	  mAb	  8905.	  Se	  realizó	  un	  
ensayo	  de	  neutralización	  con	  los	  variantes	  de	  escape	  seleccionadas	  (BCL-­‐A7,	  BCL-­‐A2,	  DGF-­‐3D2)	  tras	  su	  
purificación	  en	  placa.	   	  Estas	  variantes	  se	  obtuvieron	  después	  de	  varios	  pases	  de	   los	  aislados	   	  BCL	  y	  
DGF	  bajo	  selección	  del	  anticuerpo	  8905	  sobre	  células	  B95m.	  Entre	  paréntesis	  se	  indican	  los	  cambios	  
que	  diferencian	  las	  variantes	  con	  respecto	  a	  los	  parentales.	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Tabla	  5.	  Diferencias	  de	  aminoácidos	  entre	  aislados	  primarios	  y	  clones	  resistentes	  al	  anticuerpo	  
8905.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Aminoácido en H-VS                                       Aislado 	  	  	  	  	   	  	  	  BCL	   BCL	  	  (N396D)	   BCL	  (N375K/K403E)	   DGF	   DGF	  (N405D)	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  172	   L	   	   	   M	   	  
174	   T	   	   	   A	   	  
176	   T	   	   	   A	   	  
212	   R	   	   	   Q	   	  
240	   S	   	   	   N	   	  
247	   P	   	   	   S	   	  
296	   L	   	   	   F	   	  
302	   G	   	   	   R	   	  
303	   E	   	   	   G	   	  
316	   G	   	   	   A	   	  
357	   I	   	   	   V	    
359	   A	   	   	   D	   	  
375	   N	   	   K	   N	   	  
396	   N	   D	   	   N	   	  
403	   K	   	   E	   K	   	  
405	   N	   	   	   N	   D	  
412	   V	   	   	   I	   	  
416	   D	   	   	   N	   	  
473	   I	   	   	   V	   	  
481	   N	   	   	   D	   	  
	  	  	  Neutralización	   + - - + - 
Comparación	   de	   la	   secuencia	   de	   aminoácidos	   de	   la	   proteína	   H-­‐VS	   entre	   dos	   distintos	  
aislados	   primarios	   de	   diferente	   genotipo	   y	   sus	   respectivos	   mutantes	   de	   escape	   a	   la	  
neutralización	  por	  el	  anticuerpo	  monoclonal	  αH-­‐VS	  8905.	  Los	  puntos	  representan	  	  el	  mismo	  
aminoácido.	   En	   amarillo,	   	   se	   denotan	   aminoácidos	   no	   específicos	   de	   genotipo	   si	   no	   del	  
propio	   aislado	   empleado.	   Se	   señala	   la	   actividad	   neutralizante	   del	   anticuerpo	   frente	   a	   los	  
respectivos	  VS:	  +,	  neutralizado;	  -­‐,	  escapa	  a	  la	  neutralización.	  No	  se	  detectaron	  cambios	  en	  el	  
gen	  F-­‐VS	  en	  ninguno	  de	  los	  clones	  de	  virus	  resistentes.	  
Resultados	  
	   114	  
De	   manera	   análoga	   a	   los	   resultados	   de	   citometría	   de	   flujo,	   experimentos	   de	  
radio-­‐inmunoprecipitación	   muestran	   interacción	   del	   mAB	   8905	   con	   la	   H-­‐VS	   de	   estos	  
virus	  que	  no	  son	  neutralizados,	  si	  bien	  esta	  unión	  es	  aproximadamente	  10	  veces	  menos	  
(fig.	  21).	  No	  observamos	  una	  diferencia	  significativa	  en	  la	  neutralización	  de	  estos	  clones	  
resistentes	   por	   sueros	   de	   personas	   vacunadas,	   en	   línea	   con	   los	   resultados	   obtenidos	  
previamente	  usando	  virus	  de	  los	  genotipos	  D6,	  C2	  y	  H1,	  sensibles	  (D6)	  y	  resistentes	  a	  la	  
neutralización	  por	  mAb	  8905.	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figura	   21.	   Radio-­‐inmunoprecipitación	   de	   la	   proteína	   H-­‐VS	   por	   el	   mAb	   8905.	   Las	   células	   B95m	   se	  
mantuvieron	   sin	   infectar	   (control)	   o	   se	   infectaron	   con	   el	   correspondiente	   VS	   a	   una	  m.d.i.	   de	   0,01,	  
excepto	   para	   el	   virus	   BCL-­‐A2	   que	   se	   usó	   0,001	   u.f.p	   por	   su	   rápido	   crecimiento.	   A	   las	   48	   horas	   se	  
marcaron	   metabólicamente	   con	   metionina-­‐cisteina-­‐[S35]	   y	   se	   inmunoprecipitaron	   usando	   el	   mAb	  
8905.	   	   El	   inmunoprecipitado	   se	   analizó	   en	   geles	   de	   poliacrilamida	   al	   10%.	   Se	   indica	   los	   pesos	  
moleculares	   en	   kilodalton	   de	   los	   marcadores	   de	   peso	   molecular	   y	   la	   banda	   correspondiente	   a	   la	  
proteína	   H-­‐VS	   (banda	   inferior),	   así	   como	   el	   genotipo	   al	   que	   pertenecen	   los	   distintos	   aislados.	   La	  
intensidad	   de	   las	   bandas	   se	   adquirieron	   en	   un	   Phosphorimager	   Typhoon	   (GE	   Healthcare),	   se	  
cuantificaron	   con	   el	   software	   ImageQuant	   TL	   (Amersham	   Bioscience)	   y	   los	   valores	   obtenidos	   se	  
normalizaron	   con	   las	   respectivas	   intensidades	  obtenidas	   para	   bandas	   celulares.	  Después,	   todas	   las	  
proporciones	  se	  normalizaron	  al	  con	  respecto	  al	  control	  sin	  infectar.	  BCL-­‐A7:	  mutante	  de	  escape	  del	  
VS	  BCL	  al	  mAb	  8905.	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5.3.3.1	  	  El	  sitio	  antigénico	  ‘noose’	  de	  la	  H-­‐VS	  no	  está	  conservado	  entre	  los	  distintos	  
genotipos	  del	  virus	  del	  sarampión	  
	  
La	  obtención	  de	   los	  mutantes	  de	   escape	   al	  mAb	  8905	  nos	  permitió	  mapear	   el	  
sitio	   de	   unión	   del	   mismo	   sobre	   la	   estructura	   cristalográfica	   de	   la	   proteína	   H-­‐VS.	   Los	  
cambios	  N396D,	  K403E	  y	  N405D	  se	  encuentran	  expuestos	  en	   la	   superficie	  de	   la	  H-­‐VS,	  
localizados	  en	   la	   lámina	  β3	  de	   la	  misma	  (fig.	  22),	  en	  el	  sitio	  antigénico	   ‘noose’	   (aa	  379-­‐
410)	   identificado	   por	   C.	   Müller	   y	   colaboradores	   (Ziegler	   et	   al.,	   1996).	   Dicho	   sitio	  
antigénico	  contiene	  tres	  residuos	  de	  cisteína,	  C381,	  C386	  y	  C394;	  donde	  las	  dos	  últimas	  
constituirían	  la	  base	  estructural	  del	  mismo	  mediante	  la	  formación	  de	  puentes	  di-­‐sulfuro.	  
Esta	  unión	  formaría	  un	  lazo	  protuberante	  en	  la	  proteína	  H-­‐VS	  que	  sería	  reconocida	  por	  
los	  anticuerpos	  neutralizantes.	  
Para	  estudiar	  la	  correlación	  entre	  la	  falta	  de	  neutralización	  por	  el	  mAb	  8905	  y	  la	  
conservación	  del	  sitio	  antigénico	  ‘noose’,	  alineamos	  la	  secuencia	  de	  aminoácidos	  en	  H-­‐
VS	  que	  componen	  dicho	  sitio	  antigénico	  entre	  los	  distintos	  genotipos	  empleados	  en	  los	  
ensayos	  de	  neutralización.	  Adicionalmente	  incorporamos	  también	  dos	  genotipos,	  C1	  y	  F,	  
considerados	   extintos	   y	   que	   por	   proceder	   de	   pacientes	   con	   SSPE	   no	   disponemos	  del	  
aislado	  pertinente	  para	   realizar	  neutralización	  con	   los	  mismos,	  pero	  sí	  de	   la	  secuencia	  
de	  su	  proteína	  H-­‐VS	  (GenBank	  Z80828,	  Z80810	  y	  Z80830).	  En	  la	  fig.	  23	  se	  observa	  como	  
los	  distintos	  genotipos	  presentan	  cierta	  variación	  en	   la	  secuencia	  de	  aminoácidos	   	  del	  
sitio	  antigénico	   ‘noose’.	  De	  aquellos	  aminoácidos	   identificados	  como	  responsables	  del	  
escape	   a	   la	   neutralización	   por	   el	   mAb	   8905,	   aquellos	   genotipos	   que	   escapan	   a	   la	  
neutralización	  (C2	  y	  H1)	  compartían	  el	  cambio	  en	   la	  posición	  405.	  Del	  mismo	  modo,	  el	  
genotipo	   H1	   presentaba	   otro	   cambio,	   P397L,	   contiguo	   a	   otra	   de	   las	   posiciones	  
identificadas	   inicialmente	   responsables	   de	   la	   ausencia	   de	   neutralización.	   El	   cambio	  
A400V	   observado	   en	   la	   epidemia	   reciente	   del	   genotipo	   B3.1	   en	   Madrid,	   no	   parece	  
afectar	  al	  epítopo,	  dado	  que	  son	  neutralizados	  eficazmente	  por	  el	  anticuerpo.	  Resulta	  
sorprendente	   encontrar	   como	   en	   los	   casos	   de	   SSPE	   (genotipos	   C1	   y	   F)	   aparecen	   los	  
cambios	  C394Y	  y	  N396D,	  respectivamente.	  El	  primero	  afectaría	  la	  estructura	  del	  propio	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Asn405'
Vista	  superior	  
Figura	  22.	  Análisis	  estructural	  de	   la	  variabilidad	  genética	  entre	  genotipos	  del	  virus	  del	  sarampión.	  
(A)	   Estructura	   primaria	   de	   la	  proteína	  H-­‐VS.	  De	   izquierda	  a	  derecha:	  C,	   cola	   citoplásmica;	   T,	   región	  
transmembrana;	  Tallo;	  β1-­‐6,	   láminas	  beta	   	  del	  dominio	  cabeza	  globular.	   Se	   indican	   las	  dos	  cisteínas	  
del	   tallo	   y	   las	   posiciones	   de	   aminoácido	   donde	   empiezan	   los	   distintos	   dominios.	   (B)	   Modelo	  
esquemático	  del	  dímero	  de	  H-­‐VS	   y	  su	   interacción	  con	  SLAM	  (cian).	   Se	  muestran	  en	  magenta	   los	  N-­‐
oligosacáridos	   unidos	   al	   dímero.	   (C)	  Mapeo	   de	   los	  mutantes	   de	   escape	   al	  mAb	   8905	   (residuos	   en	  
negro)	   sobre	   la	   estructura	   dimérica	   de	   la	   H-­‐VS	   unido	   a	   SLAM	   (cian,	   representación	   en	   esfera)	  
(Hashiguchi	  et	  al.,	  2011),	  	  
A	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  B	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sitio	   antigénico	   ‘noose’,	   al	   romper	   el	   enlace	   di-­‐sulfuro	   con	   la	   C386,	   mientras	   que	   el	  
segundo	  es	  una	  de	  las	  mutaciones	  encontradas	  en	  los	  mutantes	  de	  escape.	  Basados	  en	  
la	  correlación	  obtenida	  entre	  la	  secuencia	  y	  la	  neutralización,	  presumimos	  que	  estos	  dos	  
VS	  tampoco	  serían	  neutralizados	  por	  anticuerpos	  frente	  al	  sitio	  antigénico	  ‘noose’.	  
	  
5.3.3.2.	   Anticuerpos	   generados	   en	   respuesta	   a	   la	   infección	   natural	   por	   virus	   del	  
sarampión	  del	  genotipo	  C2	  no	  reconocen	  el	  epítopo	  definido	  por	  el	  mAb	  8905	  
	  
Dado	   que	   los	   anticuerpos	   monoclonales	   que	   discriminaban	   genotipos	   de	   VS,	  	  
8905	   y	   16CD11,	   	   son	   de	   origen	   murino,	   fue	   preciso	   estudiar	   la	   relevancia	   de	   estos	  
epitopos	   en	   la	   respuesta	   inmunitaria	   humana.	   Los	   intentos	   de	   mapear	   estos	   sitios	  
antigénicos	   hacia	   los	   cuales	   se	   dirigen	   los	   anticuerpos	   humanos	   generados	   tras	   la	  
infección	  por	  el	  virus	  se	  han	  realizado	  mediante	  ‘pepscan’	  y	  ELISAs	  (Muller	  et	  al.,	  1993,	  
Obeid	  et	  al.,	  1994,	  Bouche	  et	  al.,	  2002,	  Ertl	  et	  al.,	  2003).	  Como	  la	  mayoría	  de	  los	  epítopos	  
en	  H-­‐VS	  suelen	  ser	  conformacionales,	  la	  información	  obtenida	  con	  péptidos	  fue	  escasa.	  
Por	   este	   motivo,	   desarrollamos	   un	   RIA	   basado	   en	   la	   fijación	   de	   los	   anticuerpos	  
monoclonales	   radiomarcados,	   a	   la	   H-­‐VS	   en	   su	   conformación	   nativa,	   que	   es	   como	   se	  
expresa	   en	   la	   superficie	   de	   células	   infectadas	   persistentemente	   por	   VS.	   Con	   este	  
método	  estudiamos	  la	  competición	  por	  la	  fijación	  a	  la	  H-­‐Vs	  entre	  mAbs	  radiomarcados	  y	  
sueros	  de	  distintas	  personas	  con	  infección	  pasada	  por	  VS.	  
Primero	  cuantificamos	  la	  fijación	  de	  los	  mAbs	  marcados	  radiactivamente	  con	  I125	  
sobre	   distintas	   células,	   infectadas	   o	   sin	   infectar,	   comprobando	   de	   este	  modo	   que	   la	  
fijación	  medida	  era	  tanto	  dependiente	  de	  la	  concentración	  de	  anticuerpo	  empleada,	  	  
	  
(Hashiguchi	   et	   al.,	   2011),	   mostrando	   sus	   N-­‐oligosacáridos	   en	   N168,	   N187,	   N200	   y	   N215	   (magenta),	  
construidos	  manualmente	  	  sobre	  la	  estructura.	  Las	  dos	  moléculas	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS	  se	  muestra	  en	  
color	   de	   arco	   íris	   y	   gris	   claro.	   En	   el	   monómero	   coloreado	   en	   forma	   de	   arco	   iris,	   el	   código	   de	   las	  
láminas	  β1-­‐6	  es	  consistente	  con	  el	  panel	  A.	  (D)	  Vista	  detallada	  de	  los	  residuos	  identificados	  mediante	  
mutantes	   de	   escape,	   indicándose	   las	   distancias	   entre	   los	  mismos	   y	   los	   puentes	   de	   hidrógeno	   que	  
establecen	   con	   residuos	   cercanos	   (línea	   punteada	   violeta).	   Las	   figuras	   se	   crearon	   con	   el	   software	  
PyMOL	  (http://www.pymol.org).	  	  
Resultados	  
	   118	  
Figura	  23.	  Comparación	  de	  la	  secuencia	  de	  aminoácidos	  del	  sitio	  antigénico	  ‘noose’	  (aa	  379-­‐410)	  
entre	  las	  H-­‐VS	  de	  los	  diferentes	  genotipos	  empleados	  en	  este	  estudio.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
 A  
 B3.1 
    C1  C2           
 D4.1   D4.4    D6      D7     D8   D9   D11   F    G3   H1  
 +  
+ +  +   
 ¿-?  -  -  -  -  
 +   +  +  +  +   +  + 
  +  ¿-?  ¿-?  ¿-?  ¿+?   -  - -  
 
!!!!!!!!Genotipo/Aislado!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!Secuencia!de!la!H3VS!(aa!3793410)!!!!!!!Neutralización!!!!!!!!!!!
                                 
                             379             395            410  
                              |...............|..............|   
         EDCHOH              ETCFQQACKGKIQALCENPEWAPLKDNRIPSY     
          WT06AMP             ..............F......V..........  
          WT06HMV             .....................V..........  
         SSPE84              ...............Y................ 
    WT92RMS             ..........................H.....  
    WT93FV              ..........................H.....  
          WT93JMC             ..........................H.....  
          WT04HER             ..........................H..... 
    WT08BCN252F07       ................................  
          WT11CSL             ................................  
          WT10DGF             ................................  
         WT94BCL             ................................  
          WTIFF               ................................  
         WT03JABT            ................................  
          WT01MK              ................................  
         WT03RMA             .............T..................  
         WT08CVM             ................................ 
         MVi/Yunan.CHN/47.09 ..................A............. 
          SSPE79              .................D.............. 
          SSPE94              ...S............................ 
          WT11SS65045397      ................................  
          WT10IGG             ..................L.......S.....  
          WT10YUYI            ..................L.......S.....  
 
 
En	  amarillo	  se	  señalan	  las	  posiciones	  de	  aminoácido	  que	  variaban	  en	  los	  mutantes	  de	  escape	  
seleccionados	  frente	  al	  mAb	  8905.	  Se	  indica	  la	  neutralización	  de	  los	  respectivos	  virus:	  -­‐,	  no	  
neutralización;	  +,	  neutralización:	  ¿?,	  predicción	  de	  la	  neutralización	  basado	  en	   la	  secuencia.	  
En	  el	  alineamiento	  se	  incluye	  el	  propuesto	  como	  nuevo	  genotipo	  D11	  (GenBank	  GU440576),	  
el	  cual	  presenta	  una	  mutación	  en	  el	  sitio	  antigénico	  ‘noose’.	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como	   de	   las	   células	   usadas	   (fig	   24A).	   Basado	   en	   estos	   datos,	   para	   los	   experimentos	  
posteriores	  de	  competición	  se	  usó	  una	  concentración	  de	  mAb-­‐	  I125	  por	  debajo	  del	  límite	  
de	   saturación	   de	   las	   células,	   de	   modo	   que	   la	   fijación	   del	   mismo	   fuese	   función	   de	   la	  
concentración	  del	  suero	  competidor.	  
La	   fig.	   24B	  muestra	   la	  unión	  del	  mAb	  8905-­‐	   I125	   sobre	  distintas	  células,	  Dakiki	   y	  
U266,	   tanto	  sin	   infectar	  como	   infectadas	  persistentemente	  de	  modo	  estacionario	  con	  
VS	  de	  distinto	  genotipo.	  Siendo	  los	  niveles	  de	  radiactividad	  total	  (radiactividad	  asociada	  
a	  célula	  y	  libre	  en	  el	  sobrenadante)	  similares,	  se	  aprecian	  diferencias	  en	  la	  radiactividad	  
asociada	  a	  célula.	  Las	  proteínas	  H-­‐VS	  del	  aislado	  FV	  (genotipo	  C2)	  y	  de	  YUYI	  (genotipo	  
H1),	  	  tanto	  en	  persistencia	  sobre	  células	  U266	  (U266-­‐FV)	  como	  en	  Dakiki	  (Dk-­‐FV),	  fija	  la	  
misma	  cantidad	  de	  anticuerpo	  (p>0,01),	  correspondiente	  a	  unas	  20-­‐24	  veces	   la	  fijación	  
obtenida	  en	   las	   respectivas	   células	   sin	   infectar,	   las	   cuales	  no	  muestran	  una	  diferencia	  
entre	  ellas	  en	  la	  fijación.	  Esta	  fijación	  es	  de	  dos	  a	  cuatro	  veces	  inferior	  a	  la	  obtenida	  con	  
las	  mismas	  células	  infectadas	  por	  otros	  genotipos.	  La	  diferencia	  en	  la	  fijación	  observada	  
entre	  el	  FACS	  y	  el	  RIA	  para	  las	  células	  Dk-­‐YUYI	  y	  Dk,	  podrían	  explicarse	  por	  una	  mayor	  
sensibilidad	   de	   la	   fijación	   por	   RIA,	   frente	   a	   al	   FACS.	   Basándonos	   en	   estos	   resultados,	  
empleamos	   la	   línea	   celular	   Dk-­‐LPC	   para	   realizar	   los	   estudios	   de	   competición	   de	   la	  
fijación	  de	  los	  mAbs	  radio-­‐marcados	  con	  sueros	  humanos	  colectados	  de	  pacientes	  que	  
fueron	  diagnosticados	  años	  atrás	  en	  nuestra	  unidad	  de	  virología,	  se	  les	  aisló	  el	  virus	  en	  
el	   momento	   de	   la	   infección	   y	   se	   secuenció	   el	   gen	   H-­‐VS	   que	   indujo	   la	   respuesta	  
inmunitaria	   humoral	   (4.1.4).	   Siguiendo	   nuestro	   planteamiento,	   la	   unión	   de	   los	  
anticuerpos	  presentes	  en	  los	  sueros	  humanos	  saturaría	  los	  sitios	  de	  unión	  en	  la	  H-­‐VS	  y	  
por	   lo	   tanto,	   observaríamos	   inhibición	   en	   el	   caso	  que	  entre	   las	   especificidades	  de	   los	  
anticuerpos	  humanos,	  se	  hallase	  aquella	  del	  anticuerpo	  murino	  (fig.	  25A).	  En	  la	  fig.	  25B	  
se	  observa	   como	   los	   sueros	   compiten	  por	   la	   unión	  de	   los	   anticuerpos	   16CD11	   y	   8905.	  
Dado	  que	  observamos	  una	  mayor	   inhibición	  de	   la	  fijación	  de	   los	  mAbs	  radio-­‐marcados	  
por	  aquellos	   sueros	  con	   títulos	  de	  anticuerpo	  αsarampión	  mayores	   (tanto	  en	  ensayos	  
de	   neutralización,	   como	   por	   ELISA,	   IHA	   e	   inmunofluorescencia	   indirecta),	  
representamos	   los	   valores	   no	   como	   dilución	   de	   suero,	   si	   no	   como	   mIU/mL	   de	  
anticuerpos	  αsarampión	  determinados	  por	  ELISA	  (Enzygnost®)	  incluyendo	  estándar	  de	  
la	  WHO.	  	  Tras	  corregir	  los	  valores	  de	  los	  títulos	  de	  anticuerpos,	  observamos	  una	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Figura	   24.	   Fijación	   de	   anticuerpos	  monoclonales-­‐I125	   a	   la	   superficie	   de	   líneas	   celulares	   infectadas	  
persistentemente	   por	   VS	   de	   distinto	   genotipo.	   (A)	   Fijación	   dependiente	   de	   concentración	   del	  
anticuerpo	  16CD11-­‐I125	  sobre	  células	  sin	  infectar	  (Dk)	  o	  infectadas	  por	  VS	  de	  genotipo	  D6	  (Dk-­‐LPC).	  Se	  
incubaron	   2x105	   células	   durante	   una	   hora	   a	   4ºC	   con	   distintas	   concentraciones	   del	   mAb	   16CD11	  
radiomarcado,	  tras	  realizar	  varios	  lavados	  se	  determinó	  la	  radiactividad	  asociada	  a	  célula.	  Los	  valores	  
de	   la	   curva	   de	   saturación	   se	   ajustaron	   mediante	   regresión	   logarítmica	   usando	   el	   programa	  
EXCEL(Microsoft	   Corporation).	   (B)	   Fijación	   de	  mA8905-­‐I125	   sobre	   células	   sin	   infectar	   (U266	   y	   Dk)	   o	  
infectadas	   por	  VS	  a	   varios	   lavados	   se	   la	   radiactividad	   asociada	  a	   célula.	   Los	   valores	  de	   la	   curva	  de	  
saturación	   se	   ajustaron	  mediante	   regresión	   logarítmica	   usando	  el	  programa	  EXCEL.	   (B)	  Fijación	  de	  
mAb	  8905-­‐	  I125	  sobre	  	  células	  	  sin	  	  infectar	  	  (U266	  y	  Dk)	  	  o	  	  infectadas	  	  	  por	  	  VS	  	  	  de	  	  distinto	  	  genotipo	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inhibición	   similar	   entre	   aquellos	   sueros	   de	   personas	   infectadas	   por	   VS	   del	   mismo	  
genotipo.	  Por	  otro	  lado,	  y	  como	  esperábamos,	  el	  suero	  de	  una	  persona	  infectada	  por	  VS	  
de	  genotipo	  C2	  no	  inhibía	  la	  fijación	  del	  mAb	  8905,	  pero	  sí	  la	  del	  16CD11.	  Este	  resultado	  
está	  de	  acuerdo	  con	   los	  resultados	  obtenidos	  mas	  arriba	  que	  mostraban	  que	   los	  virus	  
del	  genotipo	  C2	  carecen	  del	  epítopo	  reconocido	  por	  este	  mAb	  8905	  y	  por	  lo	  tanto,	  no	  
generan	  respuesta	  frente	  al	  mismo	  al	  contrario	  de	  lo	  que	  hacen	  los	  otros	  genotipos.	  Los	  
sueros	   vacunales	   aún	   teniendo	   títulos	   menores	   que	   los	   de	   personas	   con	   infección	  
natural,	  inhiben	  de	  manera	  muy	  eficaz	  la	  unión	  de	  ambos	  mAbs,	  lo	  que	  indicaría	  una	  alta	  
concentración	   en	   estos	   sueros	   de	   anticuerpos	   reconocedores	   de	   estos	   epítopos	  
inmunogénicos.	  
	  
5.3.4	   Un	   aminoácido	   presente	   en	   la	   H-­‐VS	   del	   genotipo	   D7,	   confiere	  
específicamente	  a	  este	  genotipo	  un	  alta	  sensibilidad	  a	  la	  neutralización	  
por	   un	   anticuerpo	   monoclonal	   cuyo	   epítopo	   es	   inmunogénico	   en	   las	  
personas	  con	  infección	  pasada	  por	  VS	  
	  
Estudios	  de	  E.	  Norrby	  y	  colaboradores	  identificaron	  mutantes	  de	  escape	  resistentes	  a	  
la	  neutralización	  por	  el	  mAb	  16CD11	  que	  presentaba	  un	  cambio	  en	  la	  posición	  491	  de	  la	  
H-­‐VS	   (Gly491	   a	   Asp	   o	   Val)	   (Hu	   et	   al.,	   1993).	   Posteriormente,	  mediante	   proteínas	   H-­‐VS	  
quimeras	  asignaron	  también,	  acorde	  con	  lo	  anterior,	  el	  sitio	  de	  unión	  del	  mAb	  16CD11	  a	  
la	   región	   comprendida	   entre	   los	   aa	   451	   y	   505	   (Hummel	   y	   Bellini,	   1995).	   Nuestros	  
resultados	   de	   neutralización	   empleando	   el	   mAb	   16CD11	   pusieron	   de	   manifiesto	   una	  
moderada	   actividad	   neutralizante	   del	   mismo	   (fig.	   18).	   Sorprendentemente,	  
encontramos	  como	  en	  el	  caso	  de	  los	  virus	  del	  genotipo	  D7,	  esta	  actividad	  neutralizante	  	  
entre	  paréntesis).	  Un	  cantidad	   fija	  de	  anticuerpo	   (2	  µg	  de	   IgG)	   se	   incubó	  con	   las	  distintas	  
líneas	   celulares	   en	   las	   mismas	   condiciones	   que	   en	   A.	   Posteriormente	   se	   determinó	   la	  
radiactividad	   libre	   en	   el	   sobrenadante	   y	   la	   asociada	   a	   célula.	   Se	  muestra	   un	   experimento	  
representativo	  de	  tres,	  indicándose	  las	  desviaciones	  estándar.	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Figura	  25.	   	  Competición	  por	  la	  unión	  a	  la	  H-­‐VS	  en	  su	  conformación	  nativa	  de	  mAbs	  radio-­‐marcados	  
αsarampión	   y	   sueros	   humanos	   con	   infección	   pasada	   por	   VS	   de	   genotipo	   conocido.	   (A)	   Esquema	  
describiendo	  el	  diseño	  experimental.	  Células	  infectadas	  persistentemente	  por	  VS	  son	  incubadas	  con	  
sueros	   humanos	   antes	   de	   añadir	   el	   mAb	   radio-­‐marcado.	   Si	   los	   sueros	   humanos	   no	   contienen	  
anticuerpos	  con	  parátopos	  correspondientes	  al	   los	  del	  mAb	  murino	  (representado	  en	  rojo),	  este	  se	  
unirá	   y	  observaremos	   radiactividad	  asociada	  a	  célula.	   (B)	  Competición	  de	   la	  unión	  de	  mAbs-­‐I125	  por	  
sueros	   humanos.	   Distintas	   diluciones	   de	   los	   sueros	   indicados	   	   se	   incubaron	   a	   4ºC	   con	   células	  
infectadas	  persistentemente	  por	  VS	  de	  genotipo	  D6	  (Dk-­‐LPC).	  Transcurrida	  1	  hora,	  se	  añadió	  el	  mAb-­‐
I125	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era	  al	  menos	  tres	  órdenes	  de	  magnitud	  superior	  al	  resto	  de	  los	  	  genotipos	  y	  comparable	  
a	   la	   obtenida	   con	   los	   diferentes	   mAbs	   ensayados.	   Por	   este	   motivo,	   procedimos	   a	   la	  
búsqueda	  del	  determinante	  antigénico	  implicado	  en	  esta	  susceptibilidad	  aumentada	  de	  
los	   virus	   del	   genotipo	   D7	   en	   comparación	   al	   resto	   de	   genotipos.	   Primeramente	  
mapeamos	  el	  residuo	  Gly491	  en	  la	  estructura	  de	  cristalográfica	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS	  y	  lo	  
supusimos	  como	  	  hipotético	  centro	  del	  epítopo	  reconocido	  por	  el	  mAb	  16CD11	  (fig.	  26A).	  	  
Examinando	   aquellos	   aminoácidos	   en	   un	   radio	   de	   12Å,	   encontramos	   una	   serie	   de	  
residuos	  expuestos	  en	  superficie:	  L376,	  R377,	  M378,	  E379,	  T380,	  C381,	  F382,	  Q383,	  Q384,	  
A385,	   F431,	   G432,	   I487,	   K488,	   E489,	   A490,	   E492,	   D493,	   C494,	   H495.	   De	   todos	   ellos	   y	  
mediante	  el	  alineamiento	  de	  la	  secuencia	  de	  aminoácidos	  de	  la	  H-­‐VS,	  encontramos	  que	  
solamente	   la	  posición	  492	  variaba	  entre	   los	  distintos	  genotipos:	   los	  virus	  del	  genotipo	  
D7	  presentan	  el	  cambio	  E492K	  (fig.	  26B).	  Para	  averiguar	  si	  el	  cambio	  E492K	  presente	  en	  
los	  virus	  del	  genotipo	  D7	  influenciaba	  la	  sensibilidad	  del	  mismo	  a	  la	  neutralización	  por	  el	  
mAb	   16CD11,	   procedimos	   a	   la	   selección	   de	   mutantes	   de	   escape.	   La	   comparación	   de	  
secuencias	   de	   los	   genes	   de	   la	   envuelta	   del	   virus	   parental	   y	   del	  mutante	   revelaron	   un	  
único	  cambio	  de	  nucleótido	  en	  el	  gen	  H-­‐VS,	  que	  se	  traducía	  en	  el	  cambio	  de	  aminoácido	  
K492E	   (fig.	   27A).	   De	   este	  modo,	   los	   virus	   con	   E492	  muestran	  menor	   sensibilidad	   a	   la	  
neutralización	   por	   el	   anticuerpo	   16CD11	   (fig.	   27B).	   Por	   otro	   lado,	   los	   ensayos	   de	  
neutralización	  de	   los	   respectivos	  virus	  empleando	  distintos	  anticuerpos	  monoclonales	  
apuntan	  a	  que	  la	  mutación	  encontrada	  (K492E)	  en	  la	  H-­‐VS	  solamente	  afecta	  el	  epitopo	  
reconocido	  por	  el	  mAb	  16CD11,	  y	  no	  el	  de	  I41	  	  y	  8905	  (fig.	  28).	  
	  
-­‐I125	  correspondiente	  y	  se	  determinó	   la	  radiactividad	  asociada	  a	  célula	  de	  la	  misma	  forma	  que	  en	  los	  
experimentos	  de	  fijación	  del	  mAb.	  La	  unión	  se	  expresa	  como	  el	  porcentaje	  obtenido	  en	  presencia	  de	  
un	  suero	  humano	  sero-­‐negativo	  para	  sarampión.	  El	  nivel	  de	  fondo	  se	  basa	  en	  la	  unión	  de	  los	  mAbs	  a	  
células	   no	   infectadas.	   Los	   datos	   son	   representativos	   de	   3	   o	   4	   experimentos	   independientes	  
realizados	  en	  triplicado,	  con	  las	  barras	  de	  error	  indicando	  la	  desviación	  estándar	  dentro	  de	  un	  mismo	  
experimento.	  Obsérvese	  como	  el	  suero	  HER	  compite	  por	  la	  unión	  con	  el	  anticuerpo	  16CD11	  pero	  no	  
por	  el	  8905.	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Para	  estudiar	   si	   esta	  diferencia	  en	   la	  neutralización	   se	   reflejaba	  en	  el	  grado	  de	  
unión	   de	   los	   mAbs	   a	   la	   H-­‐VS,	   procedimos	   a	   establecer	   líneas	   celulares	   infectadas	  
persistentemente	   de	   forma	   estacionaria	   por	   el	   VS	   wt	   (JABT)	   o	   su	   mutante	   al	   mAb	  	  
16CD11	   (JABT.9B1).	   Tras	   comprobar	   que	   en	   establecimiento	   de	   la	   persistencia	   no	   se	  
producían	  otros	  cambios	  en	  la	  secuencia	  de	  los	  genes	  de	  la	  envuelta	  viral	  (H-­‐VS	  y	  F-­‐VS),	  
procedimos	   a	   cuantificar	   la	   unión	  del	   anticuerpo	   16CD11	  mediante	   citometría	  de	   flujo.	  	  
En	   la	   fig.29	   observamos	   como	   la	   persistencia	   del	   virus	   mutante	   de	   escape	   unía	   el	  
anticuerpo	   16CD11,	   si	   bien	   esta	   unión	   era	   un	   50%	   menor	   que	   la	   del	   respectivo	   virus	  
parental	  JABT.	  	  
Para	  confirmar	  que	   la	  substitución	  K492E	  en	   la	  H-­‐VS	  es	  parte	   importante	  de	   las	  
diferencias	  observadas	   en	   la	   neutralización	  entre	   los	  distintos	  genotipos,	   clonamos	   la	  
proteína	   H-­‐VS	   del	   genotipo	   D7	  wt	   y	   aquella	   con	   la	  mutación	   K492E	   (D7	   K492E)	   para	  
medir	   su	   unión	   tanto	   a	   los	   distintos	   anticuerpos	   como	   a	   los	   receptores	   celulares	  
descritos	  hasta	  la	  fecha.	  Para	  determinar	  la	  unión	  de	  la	  H-­‐VS	  a	  los	  receptores	  celulares,	  
empleamos	   las	   formas	   solubles	   de	   los	   receptores	   unidos	   a	   la	   región	   Fc	   de	   la	   IgG1	  
humana,	  a	  cual	  permite	  su	  detección	  por	  ELISA	  (Santiago	  et	  al.,	  2002).	  Como	  se	  muestra	  
en	  la	  fig.	  30A,	  tanto	  el	  suero	  de	  conejo	  FM5,	  utilizado	  para	  cuantificar	  la	  cantidad	  de	  H-­‐
VS	   en	   conformación	   nativa	   pegado	   en	   placa,	   como	   SLAM-­‐Fc;	   muestran	   una	   unión	  
dependiente	   de	   concentración	   que	   es	   similar	   para	   las	   distintas	   H-­‐VS.	   Como	   era	   de	  
esperar,	   en	   el	   caso	   del	   receptor	   CD46-­‐Fc,	   la	   H-­‐VS	   del	   genotipo	   A	   es	   la	   que	   une	  
marcadamente	   superior	   a	   aquellas	   del	   genotipo	   D7	   independientemente	   del	   cambio	  
K492E.	  Por	  el	  contrario,	  la	  H-­‐VS	  del	  genotipo	  D7	  wt,	  que	  mostraba	  más	  sensibilidad	  a	  la	  	  
Figura	   26.	   	   Localización	   del	   epitopo	   del	   mAb	   16CD11.	   (A)	  Mapeo	   del	   sitio	   hipotético	   de	   unión	   del	  
anticuerpo	  16CD11	  sobre	  la	  estructura	  dimérica	  de	  la	  H-­‐VS	  (naranja	  y	  rosa)	  en	  complejo	  con	  sus	  tres	  
receptores	  (CD46-­‐H-­‐VS,	  PDB	  3INB;	  SLAM-­‐H-­‐VS,	  PDB	  3ALW;	  	  Nectina	  4-­‐H-­‐VS	  ,PDB	  4GJT).	  	  En	  blanco	  se	  
muestran	   este	   sitio	   de	   unión	   	   (12	   Å	   de	   radio)	   suponiendo	   Gly491	   	   como	   centro	   del	   epítopo	  
(aminoácido	  mutado	  en	  el	  mutante	  de	  escape	  describo	  por	  Hu	  et	  al.,	  1993).	  	  (B)	  Vista	  ampliada	  de	  la	  
zona	  de	  unión	  del	  anticuerpo	  destacando	  los	  posibles	  aminoácidos	   implicados.	   (C)	  Alineamiento	  de	  
secuencia	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS,	  aa	  465-­‐515,	  entre	  diferentes	  genotipos	  del	  VS.	  En	  amarillo	  se	  señala	  la	  
posición	  del	  aminoácido	  G491.	  Se	  observa	  como	  	  los	  virus	  del	  genotipo	  D7	  presentan	  un	  cambio	  en	  la	  
posición	  contigua,	  492.	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Figura	  27.	  Virus	  del	  sarampión	   con	  K492	  en	   su	  H-­‐VS	  tienen	  mayor	   	  sensibilidad	  a	   la	  neutralización	  
por	  el	  anticuerpo	  16CD11.	  (A)	  Electroferograma	  en	  ambos	  sentidos	  de	  la	  secuencia	  del	  gen	  H-­‐VS	  de	  los	  
VS	   JABT	   y	   su	   respectivo	  mutante	   de	   escape	   a	   la	   neutralización	   por	   16CD11	   (JABT.9B1).	   El	   primero	  
presenta	  K492	  mientras	  que	  el	  segundo	  E492.	  (B)	  	  100	  u.f.p.	  de	  los	  VS	  JABT	  (wt	  y	  mutante	  a	  16CD11)	  y	  
Edmonston,	  se	   incubaron	  previamente	  con	  12	  μg/mL	  del	  mAb	  16CD11	  o	  con	  mAb	  control	  del	  mismo	  
durante	  una	  hora	  a	  37ºC.	  Posteriormente	  se	  infectaron	  células	  B95m	  a	  un	  80%	  de	  confluencia	  crecidas	  
sobre	   portaobjetos.	   A	   las	   72	   horas	   post-­‐infección,	   las	   células	   se	   fijaron	   y	   la	   presencia	   de	   focos	  
infectivos	  se	  detectó	  mediante	  inmunofluorescencia	  indirecta	  usando	  el	  anticuerpo	  αN	  3C4.	  Como	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neutralización	   por	   el	   anticuerpo	   16CD11,	   muestra	   una	   unión	   más	   fuerte	   con	   este	  
anticuerpo.	  La	  misma	  H-­‐VS	  con	  el	  único	  cambio	  K492E	  pierde	  capacidad	  de	  unión	  por	  el	  
anticuerpo.	  La	  H-­‐VS	  del	  genotipo	  A,	  que	  también	  posee	  E492	  a	  parte	  de	  otros	  cambios	  
identificativos	   de	   este	   genotipo,	   une	   significativamente	   menos	   eficazmente	   el	  
anticuerpo	   16CD11	   y	   solamente	   alcanza	   un	   nivel	   comparable	   al	   del	   genotipo	   D7	  wt	   a	  
concentraciones	  20	  veces	  superiores.	  	  
En	  línea	  con	  los	  resultados	  obtenidos	  mediante	  neutralización	  de	  virus,	  en	  la	  fig.	  
30B,	   se	   observa	   como	   el	   cambio	   K492E	   solo	   afecta	   al	   epítopo	   reconocido	   por	   el	  
anticuerpo	  16CD11	  (sitio	  antigénico	  IIa).	  Estos	  resultados	  apuntan	  que	  el	  aminoácido	  en	  
la	   posición	   492	   de	   la	   H-­‐VS	   determina	   en	   gran	   medida	   la	   actividad	   neutralizante	   del	  
anticuerpo	  16CD11,	  tanto	  aumentándola	  como	  disminuyéndola	  y	  que	  otros	  cambios	  en	  
otros	   residuos	   que	   difieren	   entre	   los	   distintos	   genotipos,	   pueden	   contribuir	   a	   las	  
diferencias	  en	  la	  susceptibilidad	  observadas	  en	  la	  neutralización	  por	  este	  mAb.	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Figura	  28	  .	  Efecto	  de	  la	  mutación	  en	  el	  epítopo	  definido	  por	  el	  anticuerpo	  16CD11	  en	  la	  neutralización	  
por	  otros	   anticuerpos	  neutralizantes.	  La	  capacidad	  del	  VS	  JABT.9B1	  de	  evadir	   la	  neutralización	  por	  
distintos	  anticuerpos	  monoclonales	  se	  evaluó	  mediante	  ensayos	  de	  neutralización	  junto	  con	  el	  virus	  
parental	  JABT.	  Sólo	  se	  aprecia	  una	  diferencia	  en	  el	  caso	  del	  anticuerpo	  16CD11	  donde	  	  el	  VS	  JABT.9B1,	  
a	  diferencia	  del	  virus	  parental	  JABT,	  no	  es	  neutralizado.	  
tinción	  de	  contraste	  se	  empleó	  Hoescht	  y	  se	  tomaron	  imágenes	  representativas	  a	  una	  magnificación	  
de	  20X.	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5.3.5	   	   La	   afinidad	   de	   unión	   de	   los	   anticuerpos	   a	   la	   H-­‐VS	   determina	   la	  
actividad	  neutralizante	  frente	  al	  virus	  del	  sarampión	  
	  
Los	  anticuerpos	  neutralizantes	  pueden	  actuar	  bloqueando	  la	  unión	  del	  virus	  a	  las	  
células	  permisivas.	  Para	  intentar	  dilucidar	  el	  mecanismo	  de	  inhibición	  de	  los	  anticuerpos,	  
medimos	   la	   competición	   con	   los	   receptores	   SLAM	   y	   CD46	   por	   su	   unión	   a	   la	   H-­‐VS	  
mediante	  ELISA.	  Previamente	  al	  ensayo	  de	  competición,	  determinamos	  la	  unión	  de	  los	  
anticuerpos	  Cl55	  y	   16CD11	  a	   la	  H-­‐VS	  absorbida	  en	  placa	  para	  determinar	  el	   rango	  en	  el	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Figura	  29.	  Unión	  del	  	  mAb	  16CD11	  a	  la	  H-­‐VS	  presente	  en	  la	  superficie	  de	  células	  infectadas	  por	  VS	  de	  
genotipo	  D7.	  (A)	  Se	  emplearon	  los	  mAbs	  señalados	  para	  determinar	  su	  unión	  por	  citometría	  de	  flujo	  
sobre	  células	  Dakiki	  infectadas	  persistentemente	  tanto	  con	  el	  virus	  parental	  JABT	  (línea	  sólida)	  como	  
por	   el	   mutante	   al	   anticuerpo	   16CD11	   (JABT.9B1,	   línea	   punteada).	   Como	   anticuerpo	   irrelevante	   se	  
empleó	  un	  anticuerpo	  frente	  la	  gE1	  del	  virus	  de	  la	  Rubeola	  (área	  rellena	  gris).	  (B)	  Cuantificación	  de	  los	  
histogramas	   mostrados	   en	   A	   mediante	   la	   intensidad	   media	   de	   la	   fluorescencia	   dentro	   de	   M1,	   se	  
representan	   los	   porcentajes	   ±	   la	   desviación	   estándar	   de	   tres	   experimentos.	   (C)	   Histogramas	  
mostrando	  el	  tamaño	  y	  granulosidad	  de	  las	  respectivas	  células	  empleadas.	  Para	  el	  análisis	  se	  empleó	  
el	  área	  coloreada	  de	  rojo.	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que	  mediríamos	  posteriormente	  la	  competición	  con	  los	  receptores.	  En	  la	  fig.	  31A	  vemos	  
como	   el	   mAb	   Cl55	   se	   unía	   con	  mayor	   fuerza	   a	   la	   H-­‐VS	   pegada	   en	   placa	   que	   el	   mAb	  
16CD11,	  lo	  que	  se	  correlaciona	  con	  la	  menor	  actividad	  neutralizante	  del	  segundo	  (fig.	  18).	  
En	   contra	  de	   lo	   esperado,	  mientras	  que	  el	   anticuerpo	  Cl55	   competía	   tanto	   con	  SLAM	  
como	  con	  CD46,	  no	  ocurría	  lo	  mismo	  con	  el	  anticuerpo	  16CD11	  (fig.	  31B).	  	  En	  principio,	  la	  
falta	  de	  competición	  era	  poco	  probable	  pudiera	  atribuirse	  a	  una	  menor	  unión	  del	  mAb	  
16CD11	  a	  la	  H-­‐VS	  absorbida	  en	  la	  placa	  ya	  que	  no	  llegó	  a	  detectarse	  inhibición	  incluso	  a	  
50	  μg/mL,	  concentración	  a	  la	  que	  la	  unión	  de	  los	  anticuerpos	  Cl55	  y	  16CD11	  fue	  la	  misma.	  
Acorde	   con	   los	   resultados	   obtenidos	   por	   ELISA,	   los	   ensayos	   de	   inhibición	   de	   la	  
hemaglutinación	  (IHA)	  para	  medir	  el	  bloqueo	  mediante	  anticuerpos	  de	  la	  unión	  del	  VS	  al	  
receptor	   CD46	   presente	   en	   la	  membrana	   de	   eritrocitos	   de	  macaco	   rhesus,	   resultaron	  
negativos	   con	   el	  mAb	   16CD11	   y	   positivos	   con	   los	  mAbs	   8905	   y	   cl55	   (no	  mostrado).	   A	  
tenor	   de	   estos	   resultados,	   no	   quedaba	   claro	   como	   el	   epítopo	   definido	   por	   el	   mAb	  
16CD11	  podría	   ser	  una	  diana	  de	   la	   respuesta	   inmune	  humoral	  humana	  y	  el	  mecanismo	  	  
mediante	  	  el	  	  cual	  	  es	  	  efectivo	  	  evitando	  	  la	  	  infección.	  	  Dado	  	  que	  	  el	  epitopo	  del	  mAb	  
16CD11	  se	  encuentra	  muy	  próximo	  a	  la	  zona	  de	  unión	  con	  los	  receptores	  (fig.	  26A),	  nos	  
planteamos	  si	  la	  ausencia	  de	  competición	  observada	  pudiera	  	  deberse	  	  a	  	  diferencias	  en	  	  
la	  afinidad	  de	  unión	  del	  anticuerpo	  y	  los	  receptores	  por	  la	  H-­‐VS.	  Por	  ello,	  determinamos	  
las	  constantes	  cinéticas	  del	  anticuerpo	  a	  la	  H-­‐VS	  de	  diferentes	  genotipos	  mediante	  SPR	  
en	  un	  instrumento	  BIAcore	  3000.	  
Como	  control	  usamos	  el	  mAb	  Cl55,	  el	  cual	  neutralizaba	  con	  eficacia	  similar	  todos	  
los	  genotipos	  estudiados	  y	  habíamos	  comporbado	  bloqueaba	  la	  unión	  a	  los	  receptores.	  
Se	   expresó	   y	   purificó	   la	   forma	   soluble	   incluyendo	   el	   completo	   ectodominio	   de	   la	  
proteína	   H-­‐VS	   fusionada	   a	   la	   etiqueta	   HA,	   el	   cual	   se	   empleó	   para	   su	   captura	   a	   la	  
superficie	   del	   sensor	   al	   que	   previamente	   se	   unió	   de	  manera	   covalente	   el	   anticuerpo	  
αHA	   (fig.	   32A).	   Como	   H-­‐VS	   del	   genotipo	   A	   se	   usó	   	   la	   empleada	   anteriormente	   por	  
Santiago	  y	  colaboradores	   (2002),	  que	  aún	  careciendo	  del	  dominio	  del	   tallo	   (MVH3,	  aa	  
149-­‐617),	   no	   mostró	   diferencias	   en	   la	   unión	   a	   distintos	   anticuerpos.	   Se	   realizaron	  
múltiples	  ciclos	  de	  asociación	  y	  disociación	  utilizando	  concentraciones	  de	  los	  mAbs	  Cl55	  
y	  16CD11	  desde	  10	  nM	  hasta	  1000	  nM	  (fig.	  32B,	  código	  de	  colores	  en	  la	  leyenda).	  La	  unión	  
de	  los	  anticuerpos	  a	  la	  superficie	  con	  la	  proteína	  H-­‐VS	  inmovilizada,	  	  aumentaba	  con	  la	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concentración	   del	   anticuerpo.	   Se	   requirieron	   aproximadamente	   4	   veces	   más	   de	  
concentración	  del	  mAb	  16CD11	  respecto	  al	  mAb	  cl55,	  para	  tener	  uniones	  similares.	  Las	  
constantes	   cinéticas	   y	   la	   afinidad	   de	   la	   interacción	   de	   los	   anticuerpos	   a	   las	   H-­‐VS	   	   se	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Figura	  30.	  La	  mutación	  K492E	  sólo	  inhibe	  la	  unión	  de	  la	  H-­‐VS	  del	  genotipo	  D7	  al	  anticuerpo	  16CD11.	  
La	  proteína	  recombinante	  H-­‐VS	  de	  genotipo	  A	  (MVH3)	  o	  D7	  (wt	  y	  mutante)	  se	  absorbió	  en	  placa	  de	  
microtiter	  durante	  la	  noche	  a	  4	  ºC.	  Tras	  el	  bloqueo,	  se	  incubaron	  con	  los	  receptores	  o	  los	  anticuerpos	  
indicados	   a	   distintas	   concentraciones	   durante	   dos	   horas	   (A),	   o	   con	   50	   μg/mL	   de	   los	   anticuerpos	  
monoclonales	  (B).	  La	  unión	  se	  reveló	  con	  los	  correspondientes	  anticuerpos	  secundarios	  conjugados	  a	  
HRP.	  En	  (B)	  los	  valores	  se	  normalizaron	  a	  los	  obtenidos	  por	  la	  H-­‐VS	  wt	  (absorbancias	  entre	  0,8	  a	  1,4)	  .	  
El	  suero	  FM5	  se	  incluye	  como	  control	  de	  la	  cantidad	  de	  H-­‐VS	  absorbido	  en	  placa.	  Los	  datos	  mostrados	  
son	  representativos	  de	  datos	  de	  al	  menos	  dos	  experimentos	  realizados	  en	  duplicado,	  con	  las	  barras	  
de	  error	  indicando	  la	  desviación	  estándar.	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determinaron	  del	  registro	  de	  los	  sensogramas	  presentado	  en	  la	  fig.	  32B	  y	  se	  muestran	  
en	   la	  tabla	  6,	   junto	  con	   la	  unión	  de	   la	  proteína	  H-­‐VS	  del	  genotipo	  B3.1.	  Las	  constantes	  
cinéticas	  no	  cambiaron	  con	  el	  flujo	  (10-­‐30	  μl/min.)	  o	  la	  cantidad	  de	  H-­‐VS	  capturada	  (no	  
mostrado),	   indicando	   ausencia	   de	   transferencia	   de	  masas	   o	   recaptura	   del	   anticuerpo	  
por	   la	   H-­‐VS	   durante	   las	   fases	   de	   asociación	   y	   disociación.	   La	   comparación	   de	   las	  
constantes	   de	  disociación	   (KD)	   entre	   las	   diferentes	  H-­‐VS	  de	   los	   respectivos	   genotipos	  
mostró	  como	  en	  el	  caso	  de	  la	  H-­‐VS	  del	  genotipo	  D7,	  tanto	  el	  mAb	  Cl55	  como	  el	  16CD11	  se	  
unían	   con	   alta	   afinidad,	   en	   el	   rango	   nanomolar	   (19,2	   y	   20,	   respectivamente).	   Por	   el	  
contrario,	  en	  el	  caso	  de	  la	  misma	  H-­‐VS	  D7	  pero	  con	  la	  mutación	  K492E,	  mientas	  que	  no	  
existían	  diferencias	  en	   la	  constante	  de	  disociación	  del	  anticuerpo	  Cl55,	   la	  KD	  calculada	  
para	  el	  anticuerpo	  16CD11	  fue	  aproximadamente	  35	  veces	  mayor.	  Las	  diferencias	  en	  las	  
constantes	  cinética	  de	  asociación	  (Kaso)	  y	  disociación	  (Kdiso)	   fueron	  alrededor	  de	  2	  y	  14	  
veces	  superiores,	  	  por	  	  lo	  	  que	  	  la	  	  Kdiso	  	  era	  	  la	  	  principal	  	  responsable	  	  de	  	  las	  	  diferencias	  
observadas	   en	   la	   afinidad	   (KD)	   entre	   los	   anticuerpos.	   Este	   dato	   confirma	   que	   la	  
mutación	  K492E	  no	  afecta	  la	  estructura	  global	  de	  la	  H-­‐VS	  y	  sí	  al	  epítopo	  definido	  por	  el	  
mAb	   16CD11.	   En	   el	   resto	   de	   las	   H-­‐VS	   de	   los	   diferentes	   genotipos,	   a	   pesar	   de	   tener	  
afinidades	  similares	  por	  el	  mAb	  Cl55	  (entre	  20	  y	  28	  nM),	  los	  valores	  de	  la	  KD	  para	  el	  mAb	  
16CD11	  eran	   12-­‐80	  veces	  mayores.	   	  En	  concreto,	   las	  H-­‐VS	  de	   los	  genotipos	  B3.1	  y	  D4.4,	  
que	   no	   eran	   neutralizados	   por	   el	   anticuerpo	   16CD11	   (fig.	   18),	   mostraban	   una	   baja	  
afinidad	  por	  el	  mismo	  (rango	  micromolar).	  El	  hecho	  de	  que	   la	  H-­‐VS	  del	  genotipo	  A	  no	  
muestre	  diferencias	  en	  la	  cinética	  de	  unión	  respecto	  al	  anticuerpo	  Cl55	  en	  comparación	  
con	  el	  resto	  de	  genotipos,	  sugiere	  como	  la	  eliminación	  del	  dominio	  del	  tallo	  no	  afecta	  la	  
unión	  de	  la	  cabeza	  globular	  de	  la	  proteína	  al	  anticuerpo	  y	  que	  por	  lo	  tanto,	  los	  datos	  de	  
la	  cinética	  de	  unión	  de	  esta	  H-­‐VS	  por	  el	  anticuerpo	  16CD11	  son	  válidos	  y	  comparables	  con	  
el	   resto	  de	   las	  H-­‐VS	  producidas	   de	  manera	   diferente.	   La	   afinidad	   aproximadamente	   2	  
veces	  menor	  de	  la	  H-­‐VS	  de	  este	  genotipo	  A	  respecto	  	  aquella	  observada	  en	  la	  H-­‐VS	  con	  
la	  afinidad	  más	  alta	  y	  cuyo	  virus	  no	  es	  neutralizado	  (H-­‐VS	  D7	  K492E),	   	  apunta	  a	  que	  el	  
umbral	  de	  la	  neutralización	  por	  el	  anticuerpo	  16CD11	  se	  encuentra	  entorno	  a	  los	  300	  nM.	  
De	  nuevo,	  aunque	   las	  Kaso	  eran	   similares,	  diferencias	  en	   la	  Kdiso	   resultaba	  en	   la	  menor	  
afinidad	  del	  anticuerpo.	  	  Las	  diferencias	  en	  la	  afinidad	  observadas	  en	  los	  genotipos	  con	  
E492,	  	  indican	  	  que	  	  otras	  	  diferencias	  	  en	  	  el	  	  contexto	  	  de	  	  la	  	  H-­‐VS	  	  son	  	  necesarias	  	  para	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Figura	  31.	  Inhibición	  de	  la	  unión	  de	  los	  receptores-­‐Fc	  a	  la	  H-­‐VS	  mediante	  anticuerpos	  monoclonales.	  
La	   H-­‐VS	   abosrbida	   en	   placa	   de	   ELISA	   se	   incubó	   con	   las	   concentraciones	   señaladas	   de	   distintos	  
anticuerpos	  αH	  o	  con	  control	  de	  isotipo.	  Transcurrida	  una	  hora	  a	  37	  ºC,	  se	  añadió	  medio	  sin	  (A)	  o	  con	  
0,5	   μg	   de	   los	   receptores	   SLAM-­‐Fc	   y	   CD46-­‐FC	   (B)	   y	   se	   procedió	   a	   su	   incubación	   durante	   una	   hora	  
adicional.	  La	  unión	  tanto	  de	   los	  anticuerpos	  como	  de	   los	  receptores-­‐Fc	   se	   reveló	   con	  αratón	  o	   con	  
αhumano	   conjugado	   a	   HRP,	   respectivamente.	   La	   unión	   de	   los	   receptores	   se	   representa	   como	   el	  
porcentaje	   de	   la	   inhibición	   de	   su	   unión	   según	   los	   valores	   obtenidos	   en	   ausencia	   de	   anticuerpo	  
(absorbancia	  a	  450nm	  =	  0,8).	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  explicar	  diferencias	  en	  la	  sensibilidad	  a	  la	  neutralización	  por	  16CD11.	  
Teniendo	   en	   cuenta	   los	   datos	   obtenidos	   por	   SPR,	   los	   resultados	   de	   las	  
constantes	   cinéticas	   indican	   que	   la	   Lys	   en	   la	   posición	   492	   aumenta	   la	   interacción	   del	  
anticuerpo	  16CD11	  por	  la	  H-­‐VS,	  y	  que	  un	  Glu	  en	  esta	  posición	  la	  disminuye.	  Debido	  a	  que	  
la	  afinidad	  medida	  entre	  la	  H-­‐VS	  con	  los	  receptores	  SLAM	  y	  CD46	  fue	  de	  265	  y	  100	  nM,	  
respectivamente,	   la	   ausencia	   de	   competición	   del	   anticuerpo	   16CD11	   con	   estos	  
receptores	   pudo	   deberse	   a	   la	  mayor	   afinidad	   de	   estos	   último	   por	   la	   respectiva	   H-­‐VS	  
empleada	   (MVH3),	   si	   bien	   no	   puede	   descartarse	   que	   el	   mecanismo	   de	   inhibición	   del	  
anticuerpo	  sea	  debido	  al	  bloqueo	  en	  el	  cambio	  conformacional	  en	  la	  H-­‐VS	  posterior	  a	  la	  
unión	  al	  receptor	  (Hashiguchi	  et	  al.,	  2011,	  Bose	  et	  al.,	  2012,	  Liu	  et	  al.,	  2013).	  Globalmente,	  
estos	  resultados	  muestran	  por	  primera	  vez	  como	  diferencias	  en	  la	  cinética	  de	  unión	  de	  
los	   anticuerpos	   a	   la	   H-­‐VS	   predice	   la	   sensibilidad	   del	   VS	   a	   ser	   neutralizado	   por	   un	  
anticuerpo	  en	  particular.	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figura	   32.	   Interacción	   entre	   la	   forma	   soluble	   de	   la	   proteína	  H-­‐VS	   y	   los	   anticuerpos	   Cl55	   y	   16CD11	  
medida	  por	  SPR.	  (A)	  Diagrama	  esquemático	  mostrando	  la	  estructura	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS	  soluble.	  Un	  
péptido	   señal	   y	   una	   etiqueta	   con	   el	   epitopo	   HA	   precede	   el	   ectodominio	   de	   la	   proteína	   H-­‐VS.	   El	  
péptido	  señal	  permite	  la	  secreción	  de	  la	  proteína	  y	  la	  etiqueta	  con	  el	  epitopo	  HA	  permite	  la	  captura	  
por	   anticuerpo	   a	   la	   superficie	   biosensora	   en	   los	   experimentos	   de	   BIAcore®.	   (B)	   Registro	   de	   los	  
sensogramas	  por	  SPR	  (BIAcore®)	  de	  la	  interacción.	  Se	  muestra	  las	  unidades	  de	  resonancia	  por	  tiempo	  
(seg.)	  durante	  y	  después	  de	  la	  inyección	  de	  diferentes	  concentraciones	  de	  anticuerpo	  a	  través	  de	  la	  
superficie	  biosensora	   con	   la	  H-­‐VS	   capturada.	   En	   línea	  negra	  discontinua,	   el	   ajuste	  de	   los	  diferentes	  
ciclos	  de	  asociación	  y	  disociación	  de	  los	  anticuerpos	  a	  varias	  concentraciones,	  indicadas	  en	  código	  de	  
colores.	  Cuando	  no	  se	  muestra	   las	  concentraciones,	  estas	   fueron,	  empezando	  de	  abajo	  a	   arriba:	   10	  
nM,	  25	  nM,	  50	  nM,	  125	  nM,	  250	  nM.	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H-­‐VS	  
mAb 16CD11  mAb Cl55  
KDb kasoc kdisod  KDb kasoc kdisod 
 nM M-1s-1 x 104 s-1 x 10-3  nM M-1s-1 x 104 s-1 x 10-3 
A    
(MVH3) 
321 
(±2,8) 
8,24   
(±4,24) 
26,3 
(±13,3) 
 26 
(±4,24) 
14,25 
(±0,35) 
3,72 
(±0,69) 
B3.1 1453 
(±114) 
5,2      
(±0,82) 
76 
(±17,9) 
 27,9 
(±4,6) 
9,81  
(±2,53) 
2,67 
(±0,25) 
D4.4 1644 
(±67) 
5,92      
(±1,1) 
96 
(±17,8) 
 19,5 
(±5,3) 
6,83        
(±1) 
1,08 
(±0,14) 
D7 19,2 
(±1) 
27,1         
(±1) 
4,9   
(±0,5) 
 20 
(±2,1) 
10,75 
(±0,35) 
2,17 
(±0,27) 
D7  
(K492E) 
694 
(±173) 
10,9    
(±4,46) 
68 
(±21,5) 
 25,5 
(±7) 
8,75  
(±0,59) 
2,22 
(±0,7) 
Tabla	  6.	  Afinidad	  y	  constantes	  cinéticas	  para	  la	  uniónn	  de	  los	  anticuerpos	  a	  la	  
proteína	  H-­‐VSa.	  
a	  La	  interacción	  entre	  las	  distintas	  H-­‐VS	  solubles	  pertenecientes	  a	  distintos	  genotipos	  y	  los	  mAb	  Cl55	  y	  
16CD11	  se	  determinó	  a	  25ºC	  con	  un	  instrumento	  BIAcore	  3000	  y	  se	  ajustó	  al	  modelo	  de	  unión	  bivalent	  
analite	  utilizando	  el	  software	  de	  análisis	  BIAevaluation	  3.2.	  Se	  presenta	  la	  media	  de	  4-­‐6	  	  experimentos	  
realizados	   con	  al	  menos	   dos	   diferentes	   superficies	  biosensoras,	   con	   las	   desviaciones	   estándar	  
entre	  	  paréntesis.	  Los	  experimentos	  se	  realizaron	  inyectando	  60	  μl	  de	  anticuerpo	  a	  un	  flujo	  de	  10	  y	  30	  
μl/min.	  utilizando	  tampón	  HEPES	  (pH	  7,5)	  con	  150	  mM	  NaCl	  como	  tampón	  de	  corrida.b	  constante	  de	  
unión	  para	  la	  interacción	  (nanomolar),	  c	  constante	  de	  asociación	  (por	  moles	  por	  segundo),	  d	  contante	  
de	  disociación	  (	  por	  segundo),e	  proteína	  H-­‐VS	  del	  genotipo	  D4.4	  con	  la	  mutación	  R533G,	  f	  proteína	  H-­‐
VS	  del	  genotipo	  D7	  con	  la	  mutación	  k492E.	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5.3.6	  El	  sitio	  de	  unión	  al	  receptor	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS	  es	  en	  sí	  mismo	  un	  
epítopo	  efectivo	  de	  neutralización	  conservado	  
	  
Hasta	   la	   fecha,	   las	   estructuras	   cristalográficas	   resueltas	  de	   la	  proteína	  H-­‐VS	  en	  
complejo	   con	   sus	   receptores	   celulares	   han	   llevado	   a	   la	   idea	   que	   los	   epítopos	   de	   los	  
anticuerpos	   neutralizantes	   se	   encuentran	   en	   zonas	   que	   se	   superponen	   o	   están	   muy	  
próximas	   a	   las	   de	   unión	   con	   el	   receptor,	   así	   como	   gran	   parte	   de	   la	   superficie	   de	   la	  
proteína	   está	   cubierta	   por	   un	   escudo	  de	   azúcares	   y	   el	   área	   libre	   para	   la	   unión	   de	   los	  
anticuerpo	  es	  limitada	  	  (Santiago	  et	  al.,	  2010,	  Hashiguchi	  et	  al.,	  2011,	  Zhang	  et	  al.,	  2013).	  	  
	   Durante	  nuestro	  proceso	  de	  clonado	  de	  las	  distintas	  proteínas	  	  H-­‐VS	  de	  aislados	  
primaros	   pertenecientes	   a	   distintos	   genotipos,	   obtuvimos	   un	   clon	   de	   la	   H-­‐VS	   del	  
genotipo	  D4.4	   con	   la	   secuencia	   consenso	   excepto	  que	   tenía	   la	  mutación	  R533G.	   Este	  
hallazgo	   nos	   sorprendió	   ya	   que	   el	   clonaje	   partió	   de	   aislados	   primarios	   obtenidos	   en	  
células	  B95m	  (SLAM+,	  CD46-­‐,	  Nectina	  4-­‐)	  y	  es	  sabido	  que	   la	  mutación	  R533A	  elimina	  el	  
uso	  de	  SLAM	  como	  receptor	  (Vongpunsawad	  et	  al.,	  2004,	  Leonard	  et	  al.,	  2008,	  Leonard	  
et	   al.,	   2010).	   La	   estructura	   cristalográfica	   del	   complejo	   H-­‐VS	   unido	   al	   receptor	   SLAM	  
reveló	   la	   importancia	   de	   este	   residuo	   mediante	   interacción	   catión-­‐π	   con	   el	   anillo	  
aromático	  de	   la	  His61	  de	  SLAM,	   lo	  cual	  parece	  estabilizar	   la	  unión	  de	   la	  Arg533	  con	  el	  
Glu123	   de	   SLAM	   mediante	   puentes	   salinos	   (fig.	   35D)	   (Hashiguchi	   et	   al.,	   2011).	  
Previamente,	  el	  cambio	  R533A	  se	  había	  demostrado	  estar	  implicado	  en	  el	  escape	  del	  VS	  
a	   la	   neutralización	   por	   el	   mAb	   Cl55	   (Masse	   et	   al.,	   2004).	   Este	  mutante	   de	   escape	   se	  
obtuvo	  mediante	   selección	   del	   virus	   en	   presencia	   del	   anticuerpo	   utilizando	   para	   ello	  
células	  Vero	  (SLAM-­‐,	  CD46+,	  Nectina	  4-­‐).	  Así,	  nos	  planteamos	  si	  la	  mutación	  encontrada	  
en	   nuestro	   clon	   pudo	   deberse	   a	   una	   presión	   selectiva	   de	   la	   respuesta	   inmunitaria	  
humoral	   humana	   y	   si	   este	   fuera	   el	   caso,	   que	   efecto	   tendría	   la	   mutación	   en	   el	  
reconocimiento	   	   de	   	   los	   	   distintos	   	   receptores.	   	   Para	   	   confirmar	   	   que	   	   la	   	   mutación	  
espontánea	   encontrada	   en	   el	   clon	   afectaba	   el	   epítopo	   reconocido	   por	   el	   mAb	   Cl55,	  
medimos	   su	   interacción	   mediante	   SPR.	   En	   la	   fig.	   33,	   la	   fila	   de	   arriba	   representa	   la	  
cinética	   de	   unión	   de	   la	   H-­‐VS	   del	   genotipo	   D4.4	   con	   el	   anticuerpo	   Cl55	   (izquierda)	   y	  
16CD11	  (derecha).	  La	  	  cinética	  	  de	  	  unión	  	  de	  	  la	  	  misma	  	  H-­‐VS	  	  con	  	  la	  	  mutación	  R533G	  se	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representa	   en	   la	   segunda	   fila.	   Ambas	   proteínas	   H-­‐VS	   muestran	   una	   interacción	  
específica	   con	   el	  mAb	   16CD11	   (panel	   derecho)	   que	   aumenta	   con	   la	   concentración	   de	  
anticuerpo.	  Por	  el	  contrario,	   la	  proteína	  H-­‐VS	  D4.4R533G	  no	  mostraba	   interacción	  con	  el	  
anticuerpo	  Cl55	  ni	  siquiera	  a	  la	  mayor	  concentración	  de	  anticuerpo	  empleada	  (segunda	  
fila	   a	   la	   izquierda).	   La	   afinidad	   de	   esta	   última	   proteína	   (H-­‐VS	   D4.4R533G)	   por	   el	   mAb	  
16CD11	   fue	   similar	   a	   la	   de	   la	   proteína	  H-­‐VS	  D4.4	   (valores	   de	   KD	   de	   1.712	   versus	   1.644),	  
indicando	   la	   integridad	   de	   la	   misma	   y	   mostrando	   por	   tanto	   que	   la	   mutación	   R533G	  
afectaba	  únicamente	  al	  epítopo	  reconocido	  por	  mAb	  Cl55.	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Figura	   33.	   Análisis	   mediante	   SPR	   de	   la	   interacción	   de	   la	   proteína	   H-­‐VS	   del	   genotipo	   D4.4	   con	  
anticuerpos	   monoclonales	   αH-­‐VS.	  Mediante	   línea	   discontinua	   negra,	   se	   muestra	   el	   ajuste	   de	   los	  
datos	   experimentales	   según	   el	  modelo	  bivalent	   analyte	   correpondiente	   a	   las	   fases	   de	   asociación	   y	  
disociación	   de	   los	   anticuerpos	  Cl55	   y	   16CD11	   a	   varias	   concentraciones	   (código	  de	   colores)	   sobre	   la	  
proteína	  H-­‐VS	  del	  genotipo	  D4.4	  sin	  y	  con	  la	  mutación	  R533G.	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Confirmado	  que	  la	  mutación	  R533G	  afecta	  únicamente	  el	  epítopo	  reconocido	  por	  
mAb	   Cl55,	   quisimos	   averiguar	   como	   influye	   esta	   mutación	   en	   la	   interacción	   con	   los	  
receptores	   celulares	   descubiertos	   hasta	   la	   fecha.	   Con	   este	   fin,	   utilizamos	   las	   formas	  
solubles	   recombinantes,	   compuestas	   del	   dominio	   completo	   extracelular,	   de	   los	  
receptores:	  SLAM-­‐Fc	  (Santiago	  et	  al.,	  2002),	  CD46-­‐Fc	  y	  Nectina	  4-­‐Fc	  (Mühlebach	  et	  al.,	  
2011).	   En	   la	   fig.	   34	   se	   muestra	   el	   resultado	   de	   la	   interacción	   de	   la	   proteína	   H-­‐VS	   del	  
genotipo	  D4.4,	  sin	  y	  con	  la	  substitución	  R533G,	  a	  los	  distintos	  receptores	  celulares.	  Por	  
comparación,	  se	  muestra	  también	  la	  unión	  de	  la	  H-­‐VS	  del	  genotipo	  A	  frente	  los	  mismos.	  
Siendo	  la	  cantidad	  de	  H-­‐VS	  absorbida	  en	  placa	  de	  ELISA	  similar	  en	  los	  tres	  casos	  como	  
denota	   la	   unión	   del	   suero	   FM5	   usado	   para	   la	   cuantificación	   de	   las	   proteínas	   H-­‐VS	  
intactas,	  se	  observan	  diferencias	  en	  la	  unión	  de	  los	  receptores.	  	  La	  mutación	  R533G	  en	  el	  
contexto	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS	  del	  genotipo	  D4.4	  produce	  una	  disminución	  no	  sólo	  de	  la	  
unión	  del	   receptor	  SLAM	  (p<0,02),	   sino	   también	  de	  CD46	   (~2,4	  veces,	  p≤0,05).	  Por	  el	  
contrario,	  	  la	  	  misma	  	  mutación	  	  incrementó	  	  	  aproximadamente	  	  3	  	  veces	  	  la	  interacción	  
de	   la	   H-­‐VS	   con	   el	   receptor	   Nectina	   4	   (p<0,0002).	   Estos	   resultados	   son	   un	   tanto	  
inesperados,	  porque	  aunque	  existe	  un	  gran	  solapamiento	  en	  la	  unión	  de	  lo	  receptores	  
celulares	   a	   la	   H-­‐VS	   (fig	   34),	   los	   datos	   estructurales	   únicamente	  mostraron	   el	   residuo	  
Arg533	   dentro	   de	   la	   zona	   de	   interacción	   con	   el	   receptor	   SLAM	   (fig.	   35C).	   En	   la	  
estructura	  de	  cristalográfica	  del	  complejo	  H-­‐VS:SLAM,	  la	  orientación	  de	  esta	  Arg533	  está	  
ligeramente	  modificada	  en	  comparación	  con	  las	  estructuras	  de	  la	  H-­‐VS	  sin	  unir,	  o	  unida	  a	  
los	  receptores,	  con	  el	  fin	  de	  bloquear	  la	  Arg533	  y	  acomodar	  el	  receptor	  SLAM	  (fig.	  35D).	  
Estos	  datos,	  junto	  con	  aquellos	  obtenidos	  de	  la	  competición	  del	  anticuerpo	  Cl55	  con	  los	  
receptores	   (fig.	   31B),	   muestran	   que	   el	   sitio	   de	   unión	   al	   receptor	   empleado	   para	   la	  
interacción	  con	  los	  tres	  receptores,	  constituye	  el	  epítopo	  reconocido	  por	  el	  mAb	  Cl55.	  
En	  consecuencia,	  el	  escape	  del	  VS	  por	  el	  anticuerpo	  Cl55	  acarrea	  cambios	  en	  la	  afinidad	  
por	   los	   receptores	  celulares.	  Este	  epítopo	   reconocido	  por	  mAb	  Cl55	   se	   	  ubicaría	  en	  el	  
sitio	   antigénico	   III,	   el	  mismo	   que	   el	   asignado	   al	   anticuerpo	   I41	   también	   empleado	   en	  
este	  estudio,	  dado	  que	  una	  substitución	  en	  la	  posición	  552	  (la	  Phe	  encontrada	  en	  esta	  
posición	  establece	   contacto	   con	  SLAM	   	  en	   la	  estructura	  del	   complejo	  SLAM-­‐H-­‐VS,	   fig.	  
35D)	  permitía	  al	  VS	  escapar	  a	  la	  neutralización	  por	  	  I41	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(Hu	   et	   al.,	   1993).	   Así	   pues,	   tanto	   el	   mAb	   I41	   como	   el	   Cl55	   son	   anticurpos	   altamente	  
neutralizantes	   de	   amplio	   espectro	   entre	   genotipos	   del	   VS.	   Si	   este	   sitio	   antigénico	   III	  
fuese	  uno	  de	  las	  causas	  de	  que	  el	  VS	  sea	  monoserotípico,	  esperaríamos	  que	  sueros	  de	  
personas	   con	   inmunidad	   frente	   al	   VS,	   distinguiesen	   entre	   una	  H-­‐VS	   y	   la	  misma	   con	   la	  
mutación	  R533G.	  Por	  esto,	  ensayamos	  si	  sueros	  de	  personas	  con	   infección	  pasada	  por	  
VS	  eran	  capaces	  de	   inhibir	   la	  unión	  del	  mAb	  Cl55	  a	   la	  H-­‐VS	  purificada.	  En	   la	  fig.	  36A	  se	  
muestra	  que	   los	   sueros	  empleados	  competían	  con	   la	  unión	  del	  anticuerpo	  en	  distinto	  
grado,	   indicando	   que	   el	   grado	   de	   competición	   por	   la	   unión	   no	   es	   sólo	   función	   de	   su	  
título	   de	   anticuerpos	   αH-­‐VS.	   Estos	   resultados	   sugieren	   que	   el	   sitio	   antigénico	   III	   es	  
inmunogénico	  y	  por	   lo	   tanto	   relevante	  en	   la	   respuesta	  de	  anticuerpos	  en	   la	   infección	  
natural	  y	  vacunación.	  
Con	  objeto	  de	  averiguar	  el	  grado	  de	  relevancia	  de	  este	  epítopo	  en	  la	  respuesta	  
inmunitaria	  humoral	  en	  la	  infección	  natural	  y	  vacunación,	  medimos	  la	  unión	  de	  distintos	  
Figura	   34.	   Efecto	   de	   la	  mutación	   R533G	   en	   la	   interacción	   de	   la	   proteína	   H-­‐VS	   con	   los	   receptores	  
celulares.	  Unión	   de	   los	   receptores	   celulares	   a	   la	  proteína	  H-­‐VS	   del	   genotipo	   A,	  D4.4	   y	   D4.4	   con	   la	  
mutación	  R533G.	  La	  unión	  de	  los	  receptores	  celulares	  a	  la	  H-­‐VS	  absorbida	  a	  la	  superficie	  de	  plástico	  se	  
realizó	  mediante	  ELISA.	  Los	  resultados	  se	  normalizaron	  a	  1	  según	  la	  unión	  observada	  para	  la	  proteína	  
H-­‐VS	   del	   genotipo	   A.	   Se	   muestra	   la	   media	   y	   desviación	   estándar	   de	   al	   menos	   tres	   experimentos	  
independientes.	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Figura	   35.	   	   Comparación	   de	   la	   unión	   de	   la	   proteína	   H-­‐VS	   a	   los	   dominios	   de	   unión	   de	   sus	   tres	  
receptores	  celulares.	  En	  todos	  los	  paneles,	   la	  proteína	  H-­‐VS	  se	  muestra	  en	  representación	  en	  cinta,	  
coloreado	   según	   el	   código	   de	   colores	  mostrado	  en	   la	   fig.	   22A.	   	   Los	   	   receptores	   	   se	   	  muestran	   	   en	  	  
modelo	  	  espacial	   	  compacto	  	  transparente,	  coloreados	  en	  azul	  (CD46,	  panel	  A),	  magenta	  (Nectina	  4,	  
panel	  B)	  o	  cian	  (SLAM,	  panel	  C).	  Mediante	  representación	  en	  esferas	  se	  señalan	  los	  residuos	  en	  H-­‐VS	  
situados	  a	  ≤	  4.5Å	  del	   receptor	  CD46	  (número	  de	  acceso	  PDB	  3INB)	   ,	  Nectina	  4	  (PDB:	  4GJT)	  y	  SLAM	  
(PDB:	  3ALZ),	  coloreados	  en	  azul,	  magenta	  y	  cian	  respectivamente.	  En	  cada	  una	  de	  la	  estructuras	  de	  la	  
H-­‐VS	  en	  complejo	  con	  los	  receptores,	  se	  colorea	  de	  distinto	  color	  al	  del	  receptor,	  si	  esos	  residuos	  son	  
compartidos	  por	  los	  otros	  dos	  receptores.	  	  Aquellos	  	  residuos	  	  compartidos	  	  por	  	  los	  	  tres	  	  receptores	  	  
se	  encuentran	   coloreados	  en	  naranja.	   Para	   una	  mejor	   comparación,	   la	  orientación	   de	   la	   H-­‐VS	   es	   la	  
misma	  en	   los	  paneles	  A,	  B,	  C.	  Mediante	  representación	  en	  cinta	  se	  muestra:	   1)	  aminoácidos	  que	  se	  
supone	   que	   interaccionan	   con	  el	   receptor	  pero	   cuya	  mutación	  no	  afecta	   la	   fusión	   dependiente	   de	  
receptor	   (Leu464,	   Leu482,	   Phe483,	   Leu500,	   Asp530,	   Tyr543	   y	   Ser548)	   (Mateo	   et	   al.,	   2013),	   	   2)	  
aminoácidos	  que	  no	   se	   supone	  que	   interaccionen	  con	  el	   receptor,	  pero	  cuya	  mutación	  afectan	  a	   la	  
fusión	   dependiente	   del	   mismo	   (Val451,	   Asn-­‐Tyr481,	   Lys488,	   P497)	   (Mateo	   et	   al.,	   2013).	   D)	   Vista	  
ampliada	  en	  diagrama	  en	  cinta	  y	  cable	  	  de	  la	  interfaz	  de	  contacto	  entre	  la	  H-­‐VS	  y	  SLAM	  
C	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sueros	  de	  personas	  o	  macacos	   con	   infección	  pasada	  por	  VS,	   a	   a	   la	  H-­‐VS	  del	   genotipo	  
D4.4	  sin	  y	  con	  la	  mutación	  R533G.	  En	  la	  fig.	  36B	  se	  aprecia	  como	  la	  mayoría	  de	  los	  sueros	  
discriminaron	   la	   proteína	   H-­‐VS	   con	   la	   mutación	   R533G	   independientemente	   del	  
genotipo	   que	   indujo	   la	   respuesta	   inmunitaria	   humoral.	   Como	   media,	   los	   sueros	  
presentaban	  una	  unión	  un	  25%	  menor	  a	  la	  H-­‐VS	  con	  Gly533	  respecto	  a	  la	  misma	  H-­‐VS	  con	  
Arg533	   y	   estas	   diferencias	   eran	   significativas	   por	   el	   test	   t	   de	   Student	   (p<0,001).	   En	  
conjunto,	   estos	   resultados	  muestran	  que	  el	   sitio	  de	  unión	  al	   receptor	   forma	  parte	  de	  
uno	  de	   los	   epítopos	   inmunogénicos	   e	   inmunodominantes	   de	   la	  H-­‐VS	   frente	   al	   que	   se	  
dirigen	   los	   anticuerpos	   humanos	  de	   amplio	   espectro	   neutralizante	   generados	   tras	   las	  
infección	  por	  VS.	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Figura	  36.	  El	  epítopo	  definido	  por	  el	  mAb	  Cl55	  es	  relevante	  en	  las	  respuesta	  humoral	  humana	  y	  su	  
mutación	  reduce	  el	  reconocimiento	  de	  sueros	  de	   individuos	   	  post-­‐infección.	   (A)	  Competición	  de	   la	  
unión	   del	   mAb	   Cl55	   por	   sueros	   de	   personas	   con	   infección	   pasada	   por	   VS.	   Distintas	   diluciones	   de	  
sueros	   de	   personas	   post-­‐infección	   por	   VS	   de	   genotipo	   conocido	   (indicado	   entre	   paréntesis)	   se	  
añadieron	  sobre	  pocillos	  recubiertos	  con	  la	  forma	  soluble	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS	  purificada	  (MVH3).	  Tras	  
una	   hora	  de	   incubación,	   se	   añadió	  mAb	  Cl55	  marcado	   con	  HRP	   y	   la	   unión	   se	  monitorizó	  mediante	  
vacunal	   primario.	   (B)	   Discriminación	   por	   sueros	   de	   la	   proteína	   H-­‐VS	   con	   la	   mutación	   R533G.	   Los	  
	  (naranja),	  donde	  se	  superpone	  la	  posición	  de	  la	  Arg533	  en	  la	  estructura	  de	  cristal	  de	  la	  	  H-­‐VS	  
sola	  (negro),	  H-­‐VS:CD46	  (azul)	  y	  H-­‐VS:Nectina	  4	  (magenta)	  .Todos	  los	  paneles	  se	  generaron	  
usando	  Pymol.	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5.4	  Distinto	  reconocimiento	  de	  los	  receptores	  celulares	  para	  el	  virus	  del	  
sarampión	  (CD46,	  SLAM	  y	  Nectina	  4)	  por	  las	  H-­‐VS	  de	  diferentes	  genotipos	  
del	  virus	  
	  
Tanto	  la	  densidad	  de	  receptores	  virales	  en	  la	  superficie	  celular	  como	  la	  afinidad	  
de	   la	   hemaglutinina	   viral	   por	   los	  mismos,	   contribuyen	   a	   la	   susceptibilidad	   celular	   a	   la	  
infección	  (Hasegawa	  et	  al.,	  2007).	  Dada	  las	  diferencias	  observadas	  en	  el	  reconocimiento	  
de	   los	   anticuerpos	  monoclonales	   por	   las	   hemaglutininas	   de	   diferentes	   genotipos	   del	  
virus,	   nos	   propusimos	   investigar	   si	   estas	   diferencias	   existentes	   en	   la	   H-­‐VS	   pudieran	  
también	  influir	  significativamente	  en	  su	  unión	  a	  los	  receptores	  celulares.	  Con	  ese	  motivo	  
se	  clonaron	   las	  diferentes	  H-­‐VS	  de	  aislados	  primarios	  del	  VS	  pertenecientes	  a	  distintos	  
genotipos	  y	  expresamos	  una	  forma	  soluble	  de	  las	  mismas	  compuesta	  de	  los	  residuos	  61	  
a	  617.	  En	  estos	  ensayos	  expresamos	  también	  las	  H-­‐VS	  de	  dos	  genotipos	  procedentes	  de	  
casos	  de	  SSPE	  que	  presentaron	  corto	  (3	  a	  4	  meses,	  caso	  SMA79),	  medio	  (3,5	  años,	  caso	  
SMA84)	  y	  largo	  (18	  años,	  caso	  SMA94)	  curso	  de	  la	  enfermedad	  antes	  del	  fallecimiento	  
(Carabaña,	   1997).	   Las	   H-­‐VS	   de	   los	   casos	   SMA79	   y	   SMA94	   (genotipo	   F)	   presentan	  
mutaciones	  en	  su	  codón	  de	  terminación,	  lo	  que	  resulta	  en	  una	  proteína	  4	  aminoácidos	  
más	  larga	  	  (aa	  61-­‐621)	  respecto	  al	  resto	  de	  H-­‐VS	  empleadas.	  	  	  
Previamente	  a	  determinar	  la	  unión	  de	  las	  H-­‐VS	  a	  los	  receptores	  mediante	  ELISA,	  
optimizamos	   las	   condiciones	   a	   emplear.	   En	   la	   fig.	   37	   se	   aprecia	   como	   la	   unión	   de	   los	  
receptores	   a	   la	   H-­‐VS	   es	   dependiente	   tanto	   de	   la	   concentración	   del	   receptor	   usada,	  
como	  de	  la	  H-­‐VS	  absorbida	  a	  la	  superficie	  de	  plástico.	  Por	  encima	  del	  nivel	  de	  saturación	  
del	  receptor,	  la	  absorbancia	  observada	  es	  proporcional	  a	  la	  cantidad	  de	  H-­‐VS	  pegada	  a	  
la	  superficie	  de	  plástico	  (fig.	  37:	  D	  y	  E).	  Dada	  las	  escasas	  cantidades	  de	  las	  proteína	  H-­‐VS	  
obtenidas	  	  para	  	  algunos	  	  casos,	  decidimos	  	  emplear	  	  el	  	  sistema	  	  biotina/avidina	  	  para	  
absorbancia	  a	  450	  nm.	  Como	  control	  negativo	   se	  empleó	  el	  suero	   JAM	  que	   corresponde	  a	  un	   fallo	  
vacunal	   primario.	   (B)	   Discriminación	   por	   sueros	   de	   la	   proteína	   H-­‐VS	   con	   la	   mutación	   R533G.	   Los	  
distintos	   sueros	   de	   personas	   con	   infección	   pasada	   o	   sueros	   de	   macacos	   infectados	  
experimentalmente	  con	  VS	  de	  genotipo	  C2,	  se	  incubaron	  con	  las	  distintas	  H-­‐VS	  indicadas	  absorbidas	  a	  
la	  superficie	  de	  plástico.	  Los	  valores	  de	  absorbancia	  	  se	  normalizaron	  a	  los	  obtenidos	  por	  la	  proteína	  
H-­‐VS	  D4.4.	  Los	  sueros	  se	  añadieron	  a	  una	  concentración	  entre	  50-­‐100	  mUI/mL.	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disminuir	   la	   cantidad	   de	   H-­‐VS	   absorbida	   a	   la	   placa	   sin	   disminuir	   la	   absorbancia	   neta	  
obtenida.	  Mediante	  este	   sistema,	   la	   cantidad	  de	   receptor	  unido	  a	   la	  hemaglutinina	   se	  
detecta	  mediante	  αIgG	  humana	  conjugado	  con	  biotina,	  que	  al	  combinarlo	  con	  avidina	  
conjugado	  con	  peroxidasa,	  incrementa	  la	  absorbancia	  final	  de	  un	  modo	  dependiente	  de	  
la	  cantidad	  de	  H-­‐VS	  absorbida	  (fig.	  37:	  A,	  B	  y	  F).	  Al	  realizar	  los	  ensayos,	  nos	  aseguramos	  
que	   las	   absorbancias	   obtenidas	   no	   eran	   limitadas	   para	   la	   cinética	   substrato-­‐avidina-­‐
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Figura	  37.	  Validación	  de	  la	  unión	  de	  los	  receptores	  solubles	  a	  la	  H-­‐VS	  por	  ELISA.	  (A,	  B)	  Comparación	  
de	  la	  unión	  de	  los	  receptores	  SLAM-­‐Fc	  y	  CD46-­‐Fc	  a	  la	  H-­‐VS	  determinado	  directamente	  o	  a	  través	  de	  la	  
amplificación	  con	  el	  sistema	  biotina/avidina.	  Se	  indica	  la	  cantidad	  de	  H-­‐VS	  absorbida	  a	  la	  superficie	  de	  
plástico,	   así	   como	   la	   concentración	   de	   receptor	   empleado.	   (C)	   Estimación	   del	   tiempo	   óptimo	   de	  
parada	  de	   la	   reacción	  enzimática.	  Unión	  dependiente	  de	   concentración	  de	   los	   receptores	  SLAM-­‐Fc	  
(D),	  CD46-­‐Fc	  (E)	  y	  Nectina	  4-­‐Fc	  (F)	  para	  distintas	  cantidades	  de	  H-­‐VS	  absorbida	  al	  plástico	  (indicado	  
en	  la	  leyenda).	  Se	  muestra	  un	  ensayo	  representativo	  en	  el	  que	  la	  unión	  de	  SLAM-­‐	  	  y	  CD46-­‐Fc	  se	  realiza	  
directamente	   mientras	   que	   el	   de	   la	   Nectina	   4-­‐Fc	   se	   realiza	   a	   través	   del	   sistema	   biotina/avidina	  
(indicado).	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peroxidasa,	   por	   lo	   que	   medimos	   el	   tiempo	   durante	   el	   cual	   el	   incremento	   en	   la	  
absorbancia	  era	  lineal,	  a	  fin	  de	  parar	  las	  reacciones	  antes	  de	  llegar	  a	  esta	  fase	  crítica.	  En	  
la	  fig.	  37C	  se	  observa	  como	  la	  absorbancia	  incrementa	  linealmente	  hasta	  los	  30	  min.,	  por	  
ello	   en	   ninguno	   de	   los	   ensayos	   s	   superó	   este	   tiempo.	   Usando	   por	   lo	   tanto	   una	  
concentración	  saturante	  de	  los	  receptores	  Fc	  y	  parando	  la	  reacción	  antes	  de	  perder	   la	  
linealidad	   en	   el	   incremento	   en	   la	   absorbancia,	   obtuvimos	   los	   datos	   de	   unión	   de	   los	  
receptores	  celulares	  para	  distintas	  H-­‐VS	  de	  diferentes	  genotipos	  presentado	  en	  la	  fig.	  38.	  
El	   suero	   de	   conejo	   FM5	   se	   empleó	   como	   control	   de	   la	   cantidad	   de	   H-­‐VS	   en	   su	  
conformación	   	   pegado	   a	   la	   superficie	   de	   plástico	   y	   los	   valores	   se	   normalizaron	   a	   los	  
obtenidos	   para	   el	   genotipo	   vacunal	   A.	   Se	   observa	   como	   en	   los	   diferentes	   genotipos	  
salvajes	  la	  unión	  a	  los	  distintos	  receptores	  celulares	  es	  significativamente	  menor.	  Por	  lo	  
general,	  tenemos	  unos	  patrones	  de	  unión	  al	  receptor	  similar	  en	  los	  genotipos,	  D4.4,	  D6,	  
D7	  y	  F	  (SMA79),	  que	  se	  diferencian	  notablemente	  del	  que	  presentan	  los	  genotipos	  B3.1,	  
C1,	  C2	  y	  F	  (SMA94).	  
En	   el	   caso	   particular	   	   del	   genotipo	   F,	   representado	   por	   dos	   casos	   de	   SSPE,	  
SMA79	  y	  SMA94,	  existe	  entre	  ellos	  una	  diferencia	  de	  11	  aminoácidos,	  las	  cuales	  podrían	  
influir	  	  en	  las	  diferencias	  observadas	  en	  la	  unión	  a	  los	  receptores	  celulares.	  Entre	  estos	  
cambios,	  SMA94	  muestra	  la	  substitución	  R547S.	  La	  Arg547	  se	  encuentra	  en	  la	  estructura	  
de	   cristal	   de	   los	   complejos	   SLAM-­‐H-­‐VS	   y	   CD46-­‐H-­‐VS	   a	   menos	   de	   4Å,	   por	   lo	   que	   se	  
considera	   forma	   parte	   de	   la	   interacción	   con	   estos	   receptores	   (fig.	   35).	   Este	   residuo	  
substituido	  en	  la	  H-­‐VS	  de	  SMA94,	  se	  encuentra	  colindante	  con	  Ser546,	  	  y	  Ser548,	  donde	  
tanto	  	  datos	  cristalográficos	  como	  estudios	  funcionales	  (Santiago	  et	  al.,	  2010,	  Mateo	  et	  
al.,	  2013,	  Zhang	  et	  al.,	  2013),	  han	  mostrado	  su	  implicación	  en	  la	  utilización	  de	  estos	  dos	  
receptores	  celulares.	  	  
En	   el	   caso	   de	   SLAM,	   el	   genotipo	   D7	   presenta	   un	   cambio	   en	   la	   posición	   195	  
(R195K),	   empleado	   en	   la	   interacción	   con	   este	   receptor.	   Respecto	   al	   receptor	   CD46,	  
existen	  una	  serie	  de	  cambios	  en	  residuos	  implicados	  en	  la	  interacción	  con	  la	  H-­‐VS:	  V451E	  
en	  el	  genotipo	  C2,	  H448R	  y	  K460R	  en	  el	  genotipo	  B3.1	  y	  N481D	  en	  el	  genotipo	  D4.4.	  No	  
obstante,	   otros	   cambios	   son	   necesarios	   para	   explicar	   las	   diferencias	   existentes	   en	   la	  
unión	  al	  receptor	  entre	  los	  distintos	  genotipos	  del	  VS.	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Figura	  38.	  Unión	  de	   los	  receptores	  celulares	  a	   las	  H-­‐VS	  correspondientes	  a	  distintos	  genotipos	  del	  
VS.	  250	  ng	  de	  los	  receptores-­‐Fc	  o	  una	  dilución	  1:400	  del	  suero	  de	  conejo	  FM5,	  se	  añadieron	  sobre	  50	  
ng	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS	  absorbida	  a	  la	  superficie	  de	  plástico.	  Tras	  1	  hora	  a	  37ºC,	  las	  placas	  se	  lavaron	  y	  
se	  añadió	  50	  ng	  de	  αIgG	  humana	  biotinilado	  durante	  una	  hora	  adicional.	  La	  unión	  se	  detectó	  con	  10	  
ng	   de	   avidina-­‐HRP	   y	   se	   visualizó	   con	   1-­‐Step™	   TMB	   Ultra	   (Thermo	   Scientific).	   Se	   muestra	   un	  
experimento	  representativo	  de	  al	  menos	  tres	  realizados	  de	  manera	  independiente,	  con	  la	  respectiva	  
desviación	  estándar	  del	  ensayo.	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De	  manera	  opuesta	  a	  lo	  que	  ocurre	  con	  otros	  virus	  ARN	  que	  exige	  un	  desarrollo	  
constante	  de	  vacunas	  y	   fármacos	  antivirales	   (Mansky	  y	  Cunningham,	  2000,	  de	  Clercq,	  
2004),	   la	   vacuna	   desarrollada	   en	   los	   años	   60	   frente	   al	   virus	   del	   sarampión,	   aunque	  
mejorable,	   	   sigue	   generando	   hoy	   día	   en	   una	   mayoría	   de	   la	   población	   anticuerpos	  
neutralizantes	  que	  protegen	  frente	  a	  los	  distintos	  genotipos	  circulantes	  del	  virus.	  	  
El	  brote	  epidémico	  de	  sarampión	  por	  genotipo	  B3.1	   	  que	  padeció	  la	  Comunidad	  
de	  Madrid	  en	  el	  año	  2006,	  del	  que	  se	  tiene	  un	  registro	  epidemiológico	  	  detallado	  y	  una	  
amplia	  representación	  de	  virus	  aislados	  a	  lo	  largo	  del	  brote,	  	  nos	  ha	  permitido	  medir	  la	  
tasa	   de	  mutación	   de	   los	   genes	   de	   VS	   durante	   su	   evolución	   natural	   en	   una	   población	  
mayoritariamente	  vacunada.	  Hemos	  encontrado	  una	  mayor	  variación	  genética	  en	  el	  gen	  
H-­‐VS,	  cuya	  proteína	  es	  la	  principal	  responsable	  de	  la	  inmunidad	  protectora	  ejercida	  por	  
la	   vacunación,	   donde	   hemos	   estimado	   una	   velocidad	   de	   mutación	   de	   7,27x10-­‐6	  
substituciones	   de	   nucleótido	   por	   sitio	   y	   día.	   	   Mediante	   el	   empleo	   anticuerpos	  
monoclonales	  murinos	  y	  muestras	  de	  sueros	  de	  personas	  infectadas	  previamente	  por	  el	  
virus,	   describimos	   la	  presencia	  de	  epítopos	  neutralizantes	   alterados	  en	   la	  H-­‐VS	  de	   los	  
distintos	  genotipos,	  así	  como	  la	  existencia	  de	  epítopos	  conservados	  entre	  todos	  ellos.	  
La	   presencia	   de	   epítopos	   conservados	   entre	   genotipos	   proporciona	   la	   base	   de	   la	  
naturaleza	  monotípica	  del	  virus.	  
	  
6.1	  	  	  Evolución	  de	  la	  H-­‐VS	  y	  de	  otros	  genes	  de	  un	  genotipo	  (B3.1)	  de	  VS	  	  	  a	  lo	  
largo	  de	  un	  brote	  epidémico	  de	  sarampión	  en	  una	  población	  
mayoritariamente	  vacunada	  
	  
Aunque	   solo	   se	   conoce	   un	   serotipo	   del	   sarampión,	   la	   caracterización	   genética	  
del	  virus	  ha	  permitido	  la	  identificación	  de	  genotipos	  diferenciados	  del	  virus	  con	  definida	  
localización	  geográfica	  y	  temporal,	  se	  ha	  mostrado	  útil	  para	  trazar	  rutas	  de	  transmisión	  
del	  virus	  (Rima	  et	  al.,	  1995,	  Rota	  et	  al.,	  1996).	  Las	  secuencias	  de	  nucleótidos	  de	  los	  genes	  
L,	  M	  y	  F	  son	  mucho	  menos	  variable	  que	  la	  de	  las	  secuencias	  de	  los	  genes	  N,	  P	  y	  H,	  que	  
muestran	  variabilidades	  del	  7	  al	  10%	  (Rota	  et	  al.,	  2009).	  La	  mayor	  variación	  genética	  se	  
encuentra	   en	   la	   región	   carboxilo	   terminal	   del	   gen	   N,	   donde	   la	   variabilidad	   de	  
nucleótidos	  entre	  aislados	  del	  virus	  puede	  llegar	  al	  12%.	  La	  secuenciación	  de	  esta	  región	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junto	   con	   datos	   epidemiológicos,	   nos	   permitió	   confirmar	   la	   fuente	   del	   gran	   brote	  
epidémico	   que	   ocurrió	   en	   Madrid	   por	   VS	   de	   genotipo	   B3.1:	   un	   niño	   con	   origen	   y	  
residencia	  en	  el	  condado	  de	  Doncaster,	  Reino	  Unido,	  que	  no	  estaba	  vacunado	  frente	  a	  
sarampión.	  A	  pesar	  del	  esfuerzo	  en	  la	  reducción	  de	  la	  incidencia	  mundial	  del	  sarampión	  
y	  el	   compromiso	  en	   la	  eliminación	  de	   la	   transmisión	  del	  virus	  en	  el	  2015	   (Hall	   y	   Jolley,	  
2011),	  el	  incremento	  en	  viajes	  internacionales	  implica	  un	  mayor	  riesgo	  en	  la	  importación	  
del	  sarampión	  en	  España.	  	  
África	   es	   uno	   de	   los	   principales	   reservorios	   del	   VS.	   Los	   virus	   del	   linaje	   B	   son	  
endémicos	  en	  el	  centro	  y	  occidente	  del	  África	  Sub-­‐Sahariano,	  y	  el	  análisis	  de	  aislados	  del	  
virus	  en	  estas	  partes	  ha	  dividido	  el	  linaje	  B	  en	  tres	  genotipos:	  B1,	  B2	  y	  B3.	  El	  genotipo	  B1,	  
aislado	   por	   primera	   vez	   en	   Camerún,	   	   se	   considera	   extinto	   al	   no	   haberse	   no	   haberse	  
realizado	   aislados	   de	   este	   genotipo	   en	   los	   últimos	   15	   años.	   El	   genotipo	   B2	   se	   había	  
considerado	   inactivo	  al	   no	  haberse	   realizado	  aislamientos	  del	  mismo	  desde	   su	  primer	  
aislamiento	  en	  Gabón	  en	  1984.	  Sin	  embargo,	  en	  2002-­‐2003	  se	  detectó	  en	  el	  sudeste	  de	  
África	  en	  forma	  de	  casos	  y	  en	  asociación	  a	  una	  importación	  desde	  Angola	  y	  la	  República	  
Centro-­‐Africana,	   aislándose	   por	   última	   vez	   en	   2010	   con	   un	   único	   aislado	   en	   Namibia	  	  
(Smit	   et	   al.,	   2005,	  Gouandjika-­‐Vasilache	   et	   al.,	   2006,	  Rota	   et	   al.,	   2011).	   Los	  aislados	  del	  
genotipo	  B3	  están	  más	  ampliamente	  distribuidos	  por	  África	  y	  sus	  aislados	  muestran	  una	  
mayor	  heterogeneidad	  que	   los	  subdivide	  en	  dos	  sub-­‐genotipos:	  B3.1	  y	  B3.2	  (Hanses	  et	  
al.,	  1999,	  El	  Mubarak	  et	  al.,	  2002,	  Tricou	  et	  al.,	  2013).	  Mientras	  que	  el	  sub-­‐genotipo	  B3.1	  
parece	   estar	   ampliamente	   distribuido	   por	   todo	   la	   región	   del	   África	   Sub-­‐Sahariano,	   el	  
sub-­‐genotipo	  B3.2	  parece	  estar	  más	  limitado	  al	  oeste	  de	  África	  (El	  Mubarak	  et	  al.,	  2002,	  
Kouomou	  et	  al.,	  2002,	  Haddad-­‐Boubaker	  et	  al.,	  2010,	  Rota	  et	  al.,	  2011).	  Recientemente	  se	  
ha	  propuesto	  un	  nuevo	  sub-­‐genotipo,	  B3.3,	  mediante	  análisis	  de	  aislados	  del	  2008-­‐2009	  
del	  Norte	  de	  África	  (Haddad-­‐Boubaker	  et	  al.,	  2010)	  y	  del	  	  2011	  en	  Camerún,	  debido	  a	  una	  
importación	  de	  Túnez	  y	  Libia	  (Demanou	  et	  al.,	  2013).	  Durante	   los	  6	  meses	  de	  duración	  
del	  brote	  de	  sarampión	  en	  Madrid,	  no	  se	  encontraron	  diferencias	  de	  nucleótidos	  en	  la	  
región	   hipervariable	   del	   gen	   N,	   mostrándose	   la	   estabilidad	   de	   este	   gen	   durante	   una	  
epidemia.	   De	   hecho,	   un	   análisis	   BLAST	   muestra	   como	   las	   secuencias	   detectadas	   en	  
Madrid	  son	  idénticas	  a	   la	  cepa	  circulante	  en	  el	  Reino	  Unido	  un	  año	  antes	  del	   inicio	  del	  
brote	  en	  Madrid.	  Desde	  el	   2012	  hasta	   la	  actualidad,	   se	  han	  detectado	  dos	  cambios	  de	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nucleótidos	  silentes	  respecto	  a	  las	  secuencias	  de	  Madrid	  (G196A	  y	  A368G)	  en	  el	  centro	  y	  
este	   de	   África,	   en	   países	   como	   La	   República	   Centro-­‐Africana	   (Mvs/Bozoum-­‐
Bossemptele.CAF/121.13/9,	   GenBank	   KF002582),	   Nigeria	   (Mvs/	   Kontagora.	   NGA/44.10/1,	  
GenBank	  JN112827),	  Niger	  (MVs/	  Bimbo.CAF/118.13/9	  GenBank	  KF002581)	  y	  la	  República	  
Democrática	  del	  Congo	  (Mvs/	  Bimbo.CAF/118.13/9	  	  GenBank	  KF002581).	  	  
Durante	  el	  desarrollo	  de	  este	   trabajo,	   se	   reportó	  una	  diversidad	  genética	  en	  el	  
gen	   P	   de	   los	   virus	   del	   genotipo	   B3,	   similar	   a	   la	   observada	   en	   el	   	   gen	   H,	   aunque	  
significativamente	  menor	  a	   la	  diversidad	   	  en	   las	  secuencias	  del	  gen	  N	   (Bankamp	  et	  al.,	  
2008,	   Kessler	   et	   al.,	   2010).	   Este	   no	   parece	   ser	   el	   caso	   en	   el	   brote	   de	  Madrid,	   donde	  
mediante	  la	  secuenciación	  del	  primer	  y	  último	  caso	  del	  brote,	  únicamente	  encontramos	  
un	  cambio	  de	  nucleótido	  que	  predecía	  un	  cambio	  de	  aminoácido	  en	  la	  proteína	  C	  (V67A).	  	  
Las	  dos	  principales	  funciones	  de	  la	  proteína	  C	  es	  la	  de	  regular	  la	  actividad	  del	  complejo	  
de	   la	   polimerasa	   e	   inhibir	   la	   respuesta	   inmune	   innata	   del	   hospedador	   (Delpeut	   et	   al.,	  
2012).	   La	   substitución	   encontrada	   no	   implica	   un	   cambio	   en	   la	   hidrofobicidad	   de	   la	  
proteína,	   conservada	   en	   esa	   posición	   entre	   las	   distintas	   proteínas	   C	   del	   género	  
morbillivirus	  (Lo	  et	  al.,	  2014).	  
El	  gen	  F,	  cuya	  producto	  se	  encuentra	  implicado	  en	  la	  fusión	  entre	  las	  membranas	  
del	  virus	  y	  la	  célula	  hospedadora	  una	  vez	  la	  proteína	  H	  se	  ha	  unido	  a	  su	  receptor	  celular,	  
no	  presenta	  ningún	  cambio	  de	  nucleótido	  entre	  el	  primer	  y	  último	  aislado	  del	  brote.	  La	  
falta	   de	   variación	   en	   el	   gen	   F	   podría	   ser	   un	   reflejo	   de	   la	   restricción	   impuesta	   en	   su	  
interacción	   con	   la	   proteína	   H,	   donde	   mediante	   clonado	   y	   transfección	   es	   difícil	  
encontrar	  combinaciones	  F	  y	  H	  competentes	  para	  la	  fusión	  (Caballero	  et	  al.,	  1998).	  
Por	  el	  contrario,	  la	  mayor	  variación	  genética	  la	  encontramos	  en	  el	  gen	  H,	  del	  que	  
secuenciamos	  48	  aislados	  primarios	  (primer	  pase	  en	  cultivo)	  a	  lo	  largo	  del	  brote,	  	   	  gen	  
que	  induce	  un	  90%	  de	  los	  anticuerpos	  neutralizantes	  en	  la	  infección	  natural	  y	  vacunación	  
(Bouche	  et	  al.,	  2002,	  de	  Swart	  et	  al.,	  2009).	  El	  análisis	  de	  este	  gen	  no	  solo	  contribuye	  al	  
estudio	  de	  vínculos	  epidemiológicos	  entre	  brotes,	  si	  no	  que	  proporciona	  una	  base	  para	  
la	   caracterización	   de	   la	   antigenicidad	   del	   virus	   que	   podría	   disminuir	   la	   eficacia	   de	   la	  
vacunación.	   La	   tasa	   de	  mutación	   del	   gen	  H	   a	   lo	   largo	   del	   brote	   epidémico	   la	   hemos	  
estimado	  mediante	  el	  método	  Bayesiano	  MCMC	  en	  2,x10-­‐3	  substituciones/sitio/año	  (IC	  al	  
95%,	   3,09x10-­‐6	   –	   1,23x10-­‐5).	   Como	   los	   genes	  N,	   F	   y	   P	  muestran	   claramente	  una	   tasa	  de	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evolución	  distinta,	  no	  podemos	  extrapolar	  esta	  tasa	  de	  mutación	  al	  genoma	  completo,	  
pero	  sí	  supondría	  una	  tasa	  de	  mutación	  de	  5	  cambios	  de	  nucleótido	  por	  año	  en	  el	  gen	  H.	  	  
El	  único	  dato	  que	  se	  tenía	  hasta	  la	  fecha	  sobre	  la	  tasa	  de	  mutación	  del	  gen	  H-­‐VS	  
durante	   una	   epidemia	   se	   realizó	   en	   nuestro	   laboratorio	   en	   base	   a	   una	   serie	   de	  
aislamientos	   realizados	  en	  un	  periodo	  de	  dos	  años	  del	  genotipo	  D6	   (de	   1993	  a	   1996),	  
calculándose	  una	   tasa	  de	  5x10-­‐4	   substituciones/sitio/año	   (Rima	   et	  al.,	   1997).	  La	   tasa	  de	  
mutación	  obtenida	  en	  el	  presente	  estudio	  es	  similar	  a	   la	  obtenida	   	  para	  el	  gen	  HN	  del	  
virus	  de	  la	  parainfluenza	  de	  tipo	  1,	  	  el	  gen	  G	  del	  virus	  respiratorio	  sincitial	  o	  el	  gen	  de	  la	  
hemaglutinina	  del	  virus	  de	  la	  gripe	  durante	  una	  epidemia	  anual;	  la	  mayoría	  de	  los	  cuales	  
presentan	   variación	   antigénica	   en	   la	   proteína	   (Webster	   et	   al.,	   1992,	   Jin	   et	   al.,	   2013,	  
Kushibuchi	  et	  al.,	  2013,	  Davidson	  et	  al.,	  2014,	  Mizuta	  et	  al.,	  2014).	  	  
	  El	   corto	  periodo	  de	   tiempo	  de	  nuestro	   análisis	   (6	  meses)	   hace	  poco	  probable	  
que	   nuestras	   estimaciones	   sean	   un	   reflejo	   conjunto	   de	   tasas	   de	   mutación	   y	   de	  
substitución	  (reversión),	  así	  como	  en	  otros	  genes	  virales	  no	  hemos	  encontrado	  cambios.	  
Un	  periodo	  de	   tiempo	  de	   estudio	  más	   prolongado	   sería	   necesario	   para	   discriminar	   la	  
tasa	  de	  substitución	  del	  virus	  una	  vez	  ha	  actuado	  la	  selección	  natural	  eliminado	  posibles	  
mutaciones	  deletéreas.	  No	  obstante,	  nuestros	  datos	  son	  comparables	  a	   los	  obtenidos	  
durante	  el	  brote	  de	  sarampión	  en	  Madrid	  en	  la	  década	  de	  los	  90.	  El	  orden	  de	  magnitud	  
superior	   obtenido	   en	   este	   estudio	   puede	   atribuirse	   a	   varias	   razones,	   incluyendo	  
propiedades	   inherentes	   del	   genotipo	   estudiado	   (B3.1	   frente	   a	   D6)	   y	   el	   estado	   de	  
seroprevalencia	   αsarampión	   por	   vacunación	   de	   la	   población	   en	   el	   momento	   de	   la	  
epidemia.	  Las	  estimas	  de	  1996	  se	  realizaron	  en	  una	  situación	  donde	  la	  escasa	  cobertura	  
vacunal	   (<85%)	  permitía	   la	   circulación	  por	  años	  de	  un	  VS	  endémico	   (genotipo	  C2)	  que	  
posteriormente	  fue	  reemplazado	  por	  VS	  del	  genotipo	  D6.	  Estos	  cambios	  bruscos	  de	  un	  
genotipo	   endémico	   circulante	   por	   otro	   nuevo	   procedente	   de	   una	   importación,	  
identificado	   por	   primera	   vez	   en	   Madrid	   (Rima	   et	   al.,	   1995),	   	   	   se	   describieron	  
posteriormente	   en	   Australia	   y	   Alemania	   para	   otros	   genotipos	   distintos,	  
desconociéndose	  las	  causas	  de	  los	  mismos	  (Chibo	  et	  al.,	  2000,	  Santibañez	  et	  al.,	  2002).	  
In	   vitro	   se	   han	   descrito	   distintas	   velocidades	   de	   crecimiento	   para	   distintos	   genotipos	  
(Nakayama	   et	  al.,	   2003).	  Por	  ello,	  unas	  coberturas	  vacunales	  parciales,	   junto	  con	  unas	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tasas	  de	  mutación	  diferentes	  entre	  genotipos,	  podrían	   favorecer	   la	  predominancia	  de	  
unos	  genotipos	  sobre	  otros	  y	  por	  lo	  tanto,	  reemplazamientos.	  	  
Estimaciones	   sobre	   la	   tasas	   de	   mutación	   realizadas	   in	   vitro	   empleando	   dos	  
genotipos	   distintos	   (el	   genotipo	   vacunal	   A	   y	   el	   genotipo	   salvaje	   D3)	   no	   aportaron	  
diferencias	   en	   sus	   respectivas	   tasas	   de	   mutación	   (Zhang	   et	   al.,	   2013).	   No	   obstante,	  
existen	  grandes	  discrepancias	  entre	  la	  estabilidad	  relativa	  del	  virus	  en	  la	  naturaleza	  y	  las	  
altas	  tasas	  de	  mutación	  inferidas	  por	  la	  frecuencia	  de	  aparición	  de	  mutantes	  de	  escape	  
en	  presencia	  de	  anticuerpos	  monoclonales	   cuando	   se	  presionaba	  al	   virus	   a	   revertir	   in	  
vitro	  (Schrag	  et	  al.,	  1999).	  La	  tasa	  de	  mutación	  obtenida	  en	  este	  trabajo	  se	  ha	  realizado	  
en	  una	  población	  con	  alta,	  aunque	   insuficiente,	   	   cobertura	  vacunal	   (alrededor	  del	  94%	  
(Centro	   Nacional	   de	   Epidemiología,	   2012))	   por	   lo	   que	   la	   corta	   duración	   del	   brote	   (6	  
meses)	  podría	  limitar	  la	  posibilidad	  de	  discernir	  posibles	  presiones	  selectivas	  en	  el	  gen	  H.	  
No	   obstante,	   observamos	   una	   covariación	   en	   dos	   nucleótidos	   (nt	   533	   y	   1053),	   la	  
mutación	  en	  uno	  de	  estos	  sitios	  acompaña	   la	  mutación	  en	  el	  otro.	  El	  único	  cambio	  no	  
sinónimo	  que	   se	  produce	  es	  el	   cambio	  en	  el	   nt	   1053,	  que	   se	   traduce	  en	  el	   cambio	  de	  
aminoácido	  V345L.	  Aunque	  este	  cambio	  está	  próximo	  al	  sitio	  antigénico	  Ia,	  los	  ensayos	  
de	  neutralización	  con	  el	  mAb	  I29	  que	  reconoce	  este	  sitio	  antigénico	  (fig.	  39:	  en	  naranja.	  
Aislados	   HMV	   y	   AMP),	   no	   mostró	   diferencias	   significativas	   en	   la	   neutralización.	   Aun	  
siendo	  las	  dos	  mutaciones	  de	  nucleótidos	  no	  sinónimas,	  los	  aminoácidos	  implicados	  en	  
la	  covariación	  (aa	  171	  y	  345)	  se	  encuentran	  distantes	  en	  la	  estructura	  tridimensional	  de	  la	  
proteína.	  De	  cualquier	  modo,	  no	  podemos	  descartar	  una	  mejora	  de	  la	  eficacia	  biológica	  
(fitness)	  cuando	  las	  dos	  mutaciones	  ocurren	  en	  conjunto	  en	  vez	  de	  por	  separado	  o	  que	  
afecten	  a	  la	  estructura	  del	  ARN	  genómico	  viral.	  	  
Dos	   cambios	   de	   nucleótido	   en	   distintos	   aislados	   ocurrían	   en	   el	   mismo	   codón	  
codificante	  del	  aminoácido	  575,	  aunque	  sólo	  una	  de	  las	  mutaciones	  predecía	  cambio	  de	  
aminoácido	  (Q575).	  Varios	  estudios	  analizando	  distintas	  secuencias	  disponibles	  del	  gen	  
H	  en	  búsqueda	  de	  sitios	  bajo	  presión	  selectiva,	  coincidieron	  en	  el	  cambio	  Q575K	  como	  
uno	  de	  estos	  sitios	  seleccionados	  positivamente	  (Woelk	  et	  al.,	  2001,	  Saitoh	  et	  al.,	  2012).	  
Muller	  et	  al.	   (1993)	  mostró	  que	  péptidos	  de	  H-­‐VS	  comprendiendo	   los	   residuos	  561-­‐575	  
reaccionaban	  con	  el	  83%	  de	   las	  muestras	  de	  suero	  de	  personas	  con	  sarampión	  pasado	  
que	   empleó.	   Más	   recientemente,	   mostró	   mediante	   ELISAs	   de	   competición	   como	   los	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mAb	   BH26	   y	   BH81,	   con	   posible	   epítopo	   entre	   los	   aminoácidos	   571-­‐579	   o	   190-­‐200,	  
inhibían	  en	  un	  56%	  la	  unión	  de	  sueros	  humanos	  (Ertl	  et	  al.,	  2003).	  Sea	  cual	  sea	  la	  zona	  (aa	  
571-­‐579	  o	  190-­‐200),	  ambas	  se	  encuentran	  contiguas	  en	  la	  estructura	  cristalográfica	  de	  la	  
proteína	  H-­‐VS	  y	  están	  próximas	  a	  su	  vez	  del	  epítopo	  definido	  por	  el	  mAb	  I44	  (Ser189:	  Hu	  
et	  al.,	   1993)	  (fig.	  39,	  en	  rojo).	  Otros	  cambios	  que	  se	  encuentran	  entre	   los	  aislados	  son	  
L393F	  y	  A400V,	  ambos	  dentro	  del	  sitio	  antigénico	  ‘noose’	  (Ziegler	  et	  al.,	  1996).	  Pútz	  et	  al.	  
(2003)	   identificaron	  como	  posiciones	  permisiva	  del	   ‘noose’	   Ile390,	  Ala392	  y	  Leu393.	  El	  
cambio	   A400V	   es	   un	   cambio	   conservativo	   entre	   aminoácidos	   hidrófobos	   sin	   apenas	  
cambio	  de	  tamaño	  entre	  los	  mismos.	  Confirmando	  estas	  predicciones,	  ninguno	  de	  estos	  
cambios	   en	   el	   ‘noose’,	   tanto	   en	   conjunto	   como	  por	   separado	   (aislados	   del	   VS	   AMP	   y	  
HMV,	   ver	   anexo	   I),	   afecta	   la	   neutralización	  por	   el	  mAb	  8905	  dirigido	   frente	   este	   sitio	  
antigénico	   (fig.	   39,	   en	   amarillo).	  De	   cualquier	  modo,	   aislados	  de	  VS	  del	   genotipo	  B3.1	  
realizados	   en	   2012	   en	   nuestro	   laboratorio,	   procedentes	   de	   casos	   esporádicos	  
aparecidos	  en	  Madrid,	  presentan	  la	  substitución	  A400V	  aparecida	  durante	  el	  brote	  del	  
2006	   en	  Madrid.	   Un	   análisis	   de	   las	   secuencias	   de	   la	   proteína	   H-­‐VS	   de	   genotipos	   B3.1	  
actualmente	  causando	  brotes,	  revela	  como	  los	  cambios	  no	  sinónimos	  aparecidos	  en	  el	  
brote	   de	  Madrid	   del	   2006	   y	   compartidos	   por	  más	   de	   16	   aislados,	   se	   han	   fijado	   en	   el	  
genotipo	  B3.1	  (V345L,	  A400V).	  Entre	  estos	  aislados	  recientes	  de	  B3.1,	   	  aparece	  además	  
una	  mutación	   adicional	   en	   el	   sitio	   antigénico	   ‘noose’:	   D404G	   (MVs/Quebec.CAN/26.13,	  
GenBank	  KF672752).	  Al	  contrario	  de	  los	  otros	  cambios,	  esta	  subtitución	  D404G	  predice	  
la	  pérdida	  de	  una	  carga	  negativa	  en	  el	  ‘noose’.	  Nuestro	  	  estudio	  mediante	  el	  empleo	  de	  
mutantes	  de	  escape	  frente	  a	  mAb	  8905	  (con	  epítopo	  en	  el	  sitio	  antigénico	  ‘noose’)	  ha	  
revelado	  que	  cambios	  de	  carga	  únicos	  (N396D	  o	  K403E	  o	  N405D)	  son	  responsables	  de	  
la	   falta	   de	   neutralización	   de	   esta	   clase	   de	   anticuerpos	   neutralizantes.	   De	   este	  modo,	  
esta	   variante	   aparecida	   en	   Canadá	   con	   estos	   cambios	   en	   H-­‐VS,	   podríaa	   evadir	  
anticuerpos	  neutralizantes	  generados	  por	  la	  respuesta	  inmune	  humoral	  en	  la	  infección	  
natural	   o	   vacunación.	   Estos	   resultados	   indican	   que	   para	   un	   control	   epidemiológico	  
eficaz	   del	   sarampión,	   es	   aconsejable	   obtener	   y	   analizar	   la	   secuencia	   del	   gen	   H-­‐VS	  
completo	  de	  aislados	  primarios	  de	  nuevos	  brotes	  epidémicos,	  junto	  con	  la	  del	  gen	  N-­‐VS.	  
	  
Discusión	  
	   155	  
6.2.	  Caracterización	  funcional	  y	  estructural	  de	  epítopos	  en	  la	  proteína	  H-­‐
VS	  implicados	  en	  neutralización	  de	  virus	  
	  
En	  este	  trabajo,	  nos	  centramos	  en	  los	  anticuerpos	  neutralizantes	  dirigidos	  frente	  
a	   la	   H-­‐VS	   por	   dos	   motivos:	   1)	   la	   inmunidad	   protectora	   frente	   al	   sarampión	   es	  
principalmente	   humoral	   y	   los	   anticuerpos	   neutralizantes	   específicos	   de	   la	   H-­‐VS	   se	  
correlacionan	   con	   la	   actividad	   neutralizante	   de	   personas	   con	   infección	   natural	   o	  
vacunación	  (de	  Swart	  et	  al.,	  2005,	  de	  Swart	  et	  al.,	  2009,	  Lin	  et	  al.,	  2014);	  	  2)	  entre	  las	  dos	  
glucoproteinas	  virales	  de	  superficie	  que	  son	  diana	  de	  los	  anticuerpos	  neutralizantes	  (H-­‐	  
y	   F-­‐VS),	   las	   mayores	   diferencias	   tanto	   inter-­‐	   como	   intra-­‐genotípicas	   se	   encuentran	   a	  
nivel	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS.	  	  	  
Uno	  de	  los	  principales	  resultados	  de	  este	  trabajo	  ha	  sido	  la	  identificación	  de	  dos	  
epítopos	  conservados	  entre	  los	  distintos	  genotipos	  del	  VS	  que	  han	  circulado	  en	  España	  
durante	  los	  últimos	  50	  años	  (A,	  B3.1,	  C2,	  D4.1,	  D4.4,	  D6,	  D7,	  D8,	  D9,	  G3,	  H1)	  y	  que	  hemos	  
observado	   son	   inmunogénicos	   en	   la	   infección	   natural	   y	   vacunación	   e	   inducen	  
anticuerpos	   altamente	   neutralizantes.	   Uno	   de	   estos	   epítopos	   corresponde	   al	  
reconocido	  por	  el	  mAb	  I29,	  designado	  sitio	  antigénico	   Ia	  por	  Sheshberadaran	  y	  Norby	  
(1986).	  El	  epítopo	  de	  I29	  fue	  mapeado	  previamente	  entre	  los	  aminoácidos	  309-­‐318,	  con	  
las	   posiciones	   de	   aminoácidos	   críticos	   313/314	   (Makela	   et	   al.,	   1989,	   Hu	   et	   al.,	   1993).	  	  
Considerando	  que	  un	  mAb	  cubre	  una	  superficie	  de	  antígeno	  de	  unos	  22	  aminoácidos	  y	  
que	  para	  que	  no	  exista	  competición	  entre	  los	  anticuerpos	  por	  un	  mismo	  epítopo,	  debe	  
existir	  una	  separación	  entre	   los	  mismos	  >3,5	  nm,	  distintos	  anticuerpos	  descritos	  en	   la	  
literatura	  se	  localizarían	  en	  el	  mismo	  sitio	  antigénico	  que	  I29	  (Laver	  et	  al.,	  1990,	  Sun	  et	  
al.,	  1995,	  Barbarini	  et	  al.,	  2011,	  Lech	  et	  al.,	  2013,	  Tahara	  et	  al.,	  2013).	  Este	  sitio	  antigénico	  
(Ia)	   se	   encuentra	   muy	   próximo	   al	   sitio	   antigénico	   Ib	   descrito	   como	   una	   región	  
antigénica	   lineal	   (también	   conocido	   como	   sitio	   NE:	   aa	   233-­‐250)	   y	   reconocido	   por	   los	  
anticuerpos	   BH47,	   	   BH59,	   BH	   103,	   BH129	   y	   79-­‐XV-­‐V17,	   E185	   (Hummel	   y	   Bellini,	   1995,	  
Fournier	  et	  al.,	  1997,	  Tahara	  et	  al.,	  2013).	  Mientras	  que	  el	  sitio	  antigénico	  Ib	  es	  una	  de	  las	  
regiones	   más	   variables	   de	   la	   proteína	   H-­‐VS,	   el	   sitio	   antigénico	   Ia	   incluye	   un	   motivo	  
conservado	   309PYQGSGK315	   	   entre	   los	   distintos	   genotipos	   del	   VS.	   Ambas	   regiones	   se	  
consideran	  localizadas	  dentro	  del	  sitio	  de	  interacción	  con	  la	  proteína	  F-­‐VS,	  inhibiendo	  así	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la	  infección	  por	  inhibición	  de	  la	  fusión,	  sin	  interferir	  en	  la	  unión	  al	  receptor	  (Bouche	  et	  al.,	  
2002,	  Nakashima	  et	  al.,	  2013).	  
El	   otro	   epítopo	   asociado	   a	   neutralización	   (mAb	   Cl55)	   que	   hemos	   encontrado	  
está	   conservado	   entre	   los	   distintos	   genotipos	   de	   VS,	   corresponde	   al	   propio	   sitio	   de	  
unión	  al	  receptor.	  Así,	  hemos	  demostrado	  como	  el	  escape	  a	  la	  neutralización	  por	  el	  mAb	  
Cl55	   (R533G)	   implica	   cambios	   en	   la	   unión	   por	   los	   distintos	   receptores	   celulares	  
conocidos.	  Estudios	  previos	  mostraron	  que	  el	  VS	  podía	  escapar	  a	  la	  neutralización	  por	  el	  
mAb	  16-­‐DE6	  a	  través	  de	  la	  substitución	  en	  la	  posición	  532	  o	  533,	  entre	  otros	  cambios	  (Hu	  
et	  al.,	  1993)	  y	  recientemente	  Tahara	  et	  al.,	  (2013)	  	  a	  través	  mutagéneis	  dirigida,	  identificó	  
como	  diversas	  que	  mutaciones	  únicas,	  	  entre	  las	  que	  se	  encontraba	  la	  posición	  533,	  eran	  
responsables	  de	  la	  falta	  de	  neutralización	  por	  el	  anticuerpo	  2F4	  e	  implicaba	  pérdida	  de	  
infectividad	  del	  virus	  en	  células	  SLAM+.	  Del	  mismo	  modo,	  se	  ha	  descrito	  que	  la	  mutación	  
de	  escape	  al	  mAb	   I41	  ocurría	  en	   la	  posición	   	   552	   (Hu	   et	   al.,	   1993)	   (datos	  estructurales	  
predicen	   	   interacción	   de	   Phe552	   con	   SLAM	   (Hashiguchi	   et	   al.,	   2011)).	   Así	   pues,	   todos	  
estos	  anticuerpos	  definirían	  un	  mismo	  sitio	  antigénico	  III	  (fig.	  39,	  en	  rojo),	  críticos	  para	  
la	  unión	  de	   los	   tres	   receptores	   celulares,	  por	   los	  que	   la	  pérdida	  de	  neutralización	  por	  
estos	  anticuerpos	   llevaría	  asociada	  una	  disminución	  de	   reconocimiento	  para	  cada	  uno	  
de	  los	  principales	  receptores.	  Debido	  al	  gran	  solapamiento	  en	  la	  unión	  por	  la	  H-­‐VS	  de	  los	  
receptores	  Nectina	  4	  y	  CD46,	  los	  intentos	  por	  generar	  virus	  que	  reconozcan	  CD46	  y	  que	  
no	  usen	  Nectina	  4	  no	  fueron	  fructíferos	  (Mateo	  et	  al.,	  2013,	  Liu	  et	  al.,	  2014).	  En	  nuestros	  
ensayos,	  observamos	  como	  la	  mutación	  R533G	  producía	  un	  aumento	  en	  la	  unión	  de	  la	  
Nectina	  4,	  mientras	  disminuía	   la	   interacción	  con	  SLAM	  y	  CD46.	  Aunque	  un	  incremento	  
en	  la	  unión	  por	  el	  receptor	  puede	  no	  manifestarse	  en	  la	  capacidad	  fusogénica	  del	  virus	  
in	   vitro	   (Hasegawa	   et	   al.,	   2007),	   in	   vivo	   puede	   conducir	   a	   una	   atenuación	   del	  mismo	  
(Cattaneo,	  2004).	  En	  el	  caso	  del	  virus	  de	  la	  gripe,	  el	  incremento	  en	  la	  unión	  al	  receptor	  
se	   ha	   asociado	   a	   una	   disminución	   en	   la	   neutralización	   por	   anticuerpos	   policlonales	  
(Hensley	  et	  al.,	  2009).	  	  
Este	   sitio	   antigénico	   descrito	   había	   sido	   sugerido	   previamente	   con	   la	  
determinación	  de	  la	  estructura	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS,	  	  así	  como	  los	  oligosacáridos	  unidos	  a	  
Asn168,	  Asn187,	  Asn200	  y	  Asn215	  cubrirían	  una	  gran	  superficie	  de	  la	  proteína,	  dejando	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solo	  expuesta	  una	  área	  pequeña	  para	   la	  unión	  tanto	  de	   los	  receptores	  celulares	  como	  
de	  los	  anticuerpos	  (Hashiguchi	  et	  al.,	  2007).	  Aquí	  aportamos	  evidencias	  de	  que	  residuos	  
en	  H-­‐VS	  clave	  en	   la	   interacción	  con	   los	  receptores	  celulares	  constituyen	  el	  epítopo	  del	  
mAb	  Cl55,	   restringiendo	   la	  mutación	  y	  por	   tanto	  el	   escape	  a	   la	  neutralización.	  Hemos	  
mostrado	  que	  sueros	  de	  personas	  con	   infección	  pasada	  por	  VS	  presentan	  anticuerpos	  
con	   especificidades	   similares	   al	   mAb	   Cl55,	   indicando	   que	   este	   define	   un	   epítopo	  
inmunogénico	  en	  la	  infección	  natural.	  El	  hallazgo	  de	  su	  mutación	  de	  resistencia	  en	  la	  H-­‐
VS	  clonada	  de	  un	  aislado	  primario,	  puede	  ser	  reflejar	  la	  presión	  selectiva	  que	  ejercen	  los	  
anticuerpos	   antivirales,	   que	   a	   su	   vez	   puede	   forzar	   al	   virus	   a	   utilizar	   receptores	  
alternativos	   (Baranowski	   et	   al.,	   2001,	   Casasnovas,	   2013).	   Aquellos	   anticuerpos	   que	  
reconocen	  el	  propio	  sitio	  de	  interacción	  con	  el	  receptor,	  en	  vez	  de	  meramente	  solapar	  
con	  el	  mismo,	  son	  considerados	  clave	  en	  el	  desarrollo	  de	  vacunas	  frente	  a	  virus	  elusivos	  
hasta	  la	  fecha	  (Chen	  et	  al.,	  2013,	  Georgiev	  et	  al.,	  2013,	  Hong	  et	  al.,	  2013,	  Krey	  et	  al.,	  2013,	  
Lee	  et	  al.,	  2013,	  Lee	  et	  al.,	  2014).	  
Hemos	  obtenido	  evidencia	  de	  que,	  en	  contra	  de	  lo	  esperado,	  el	  sitio	  antigénico	  
‘noose’	   contiene	   epítopos	   no	   conservados.	   Así,	   la	   generación	   de	   virus	   mutantes	   de	  
escape	  al	  mAb	  8905	  mostró	  como	  cambios	  de	  aminoácidos	  únicos	  en	  las	  posiciones	  396,	  
403	   y	   405	   permitían	   al	   virus	   evadir	   la	   neutralización.	   	   Estos	   cambios	   corresponden	   al	  
sitio	   antigénico	   lineal	   previamente	   descrito	   como	   ‘noose’	   (aa	   379-­‐410)	   (Ziegler	   et	   al.,	  
1996).	   Este	   sitio	   antigénico	   se	   compone	  de	   tres	   cisteínas	   (posiciones	  381,	   	   386	  y	   394)	  
conservadas	  entre	  todos	  los	  morbillivirus,	  donde	  Cys386	  y	  Cys394	  forman	  un	  puente	  di-­‐
Figura	  39.	  Localización	  de	  epítopos	  neutralizantes	  sobre	  la	  estructura	  tetramérica	  de	  la	  proteína	  H-­‐
VS.	   (A)	  Diagrama	  esquemático	  del	   tetrámero	  de	  H-­‐VS	   (B)	  Relación	  entre	   los	  sitios	  antigénicos	  y	   los	  
anticuerpos	   monoclonales	   que	   los	   reconocen	   (Sheshberadaran	   y	   Norrby,	   1986,	   Hu	   et	   al.,	   1993,	  
Moeller	  et	  al.,	  2001,	  Bouche	  et	  al.,	  2002,	  Ertl	  et	  al.,	  2003,	  Tahara	  et	  al.,	  2013,	  Lech	  et	  al.,	  2014).	  (C)	  Las	  
cuatro	  moléculas	  de	  H-­‐VS	  se	  muestran	  en	  gris	  oscuro,	  gris	  claro,	  púrpura	  y	  azul	  claro,	  acorde	  con	  el	  
esquema	  de	  A.	  El	  receptor	  celular	  SLAM	  y	  los	  azúcares	  N-­‐unidos	  a	  las	  moléculas,	  se	  muestran	  en	  cían	  
transparente	   y	   magenta,	   respectivamente.	   Para	   claridad	   en	   la	   visualización,	   se	   elimina	   en	   las	   dos	  
primeras	  figuras	  de	  la	  derecha	  el	  receptor	  SLAM	  así	  como	  el	  sitio	  adicional	  de	  glucosilación	  presente	  
en	   la	  H-­‐VS	   de	   los	   VS	  del	   clado	  D,	   el	   cual	   enmascara	   el	   sitio	   antigénico	   IIb.	   Se	  mapean	   los	   distintos	  
sitios	  antigénicos	  	  sobre	  la	  estructura	  acorde	  al	  código	  de	  colores	  que	  se	  muestra	  en	  el	  panel	  	  B.	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sulfuro	   crítico	   que	   expone	   una	   superficie	   de	   300-­‐400	   Å2	  para	   la	   posible	   unión	   de	   los	  
anticuerpos,	  que	   inhiben	   la	   infección	  por	  bloqueo	  de	   la	  unión	  al	   receptor	   	   (Putz	  et	  al.,	  
2003).	   Estudios	   previos	   y	   recientes	   han	  mostraron	   una	   elevada	   conservación	   de	   este	  
sitio	   antigénico	   entre	   los	   distintos	   genotipos	   del	   VS,	   considerándolo	   un	   dominio	  
conservado	   (Putz	   et	   al.,	   2003,	   Santibañez	   et	   al.,	   2005,	   Tahara	   et	   al.,	   2013).	   Nuestros	  
datos	   muestran	   que	   los	   virus	   de	   los	   genotipos	   C2	   y	   H1	   no	   son	   neutralizados	   por	  
anticuerpos	   frente	   a	   un	   epítopo	   de	   este	   sitio	   antigénico,	   y	   sugieren	   que	   el	   nuevo	  
genotipo	  D11	  por	  su	  secuencia,	  tampoco	  lo	  sería.	   	  Del	  mismo	  modo	  observamos	  como	  
los	   tres	   casos	   de	   SSPE	   obtenidos	   en	   nuestro	   laboratorio	   incluyendo	   la	   secuencia	  
completa	   de	   sus	   genomas	   (Carabaña,	   1997,	   Fernandez-­‐Muñoz	   et	   al.,	   2011),	   muestran	  
mutaciones	   dentro	   de	   este	   sitio	   antigénico.	   SMA79	   (genotipo	   F),	   presenta	   la	   misma	  
mutación	  que	  uno	  de	   los	   virus	  mutantes	  obtenidos	   en	  esta	   tesis	   por	   selección	   con	  el	  
anticuerpo	  frente	  al	  ‘noose’	  mAb	  8905	  (N396D),	  mientras	  que	  el	  caso	  SMA84	  (genotipo	  
C1)	  presenta	  una	  mutación	  en	  la	  Cys394,	  clave	  para	  la	  formación	  de	  la	  estructura	  “loop”	  
del	  propio	  sitio	  antigénico.	  Estos	  resultados	  podrían	  ser	  significativos	  considerando	  que	  
la	   diseminación	   del	   virus	   en	   el	   cerebro	   tiene	   lugar	   en	   presencia	   de	   altos	   títulos	   de	  
anticuerpos	  neutralizantes.	  	  
La	   presencia	   de	   estos	   anticuerpos	   específicos	   de	   genotipo	   en	   sueros	   de	  
personas	   vacunadas	   o	   con	   infección	   pasada	   por	   VS,	   la	   realizamos	   empleando	   el	  
complejo	  oligomérico	  nativo	  formado	  por	  la	  hemaglutinina	  (H):	  proteína	  de	  fusión	  (F):	  
proteína	   de	   la	   matriz	   (M)	   del	   virus,	   como	   se	   encuentra	   en	   la	   superficie	   de	   líneas	  
celulares	  humanas	  en	   suspensión	  persistentemente	   infectadas	  en	  estado	  estacionario	  
por	  el	  VS.	  Experimentos	  de	  competición	  por	  la	  fijación	  a	  estas	  líneas	  celulares	  de	  	  mAbs	  
marcados	  (I125)	  y	  sueros	  post-­‐sarampión,	  nos	  permitió	  detectar	  diferencias	  entre	  sueros	  
de	   personas	   con	   infección	   pasada	   por	   VS	   de	   distintos	   genotipos.	   El	   empleo	   de	   este	  
sistema	  tiene	  en	  cuenta	  posibles	  efectos	  de	  las	  proteínas	  virales	  F-­‐VS	  y	  M-­‐VS	  sobre	  los	  
epítopos	  en	   	  H-­‐VS	  por	   la	   interacción	   física	  entre	  ellas	  (Kweder	   et	  al.,	   2014).	  Así	  en	  VIH	  
está	   ampliamente	   demostrado	   como	   diferencias	   en	   la	   conformación	   nativa	   de	   su	  
complejo	  oligomérico	  determina	   la	  antigenicidad	  de	   la	  misma	  y	  por	  tanto	   influye	  en	   la	  
unión	  de	   los	  anticuerpos	   	   (Burton	  y	  Moore,	   1998,	   Julien	   et	   al.,	   2013,	  Tran	   et	   al.,	   2014).	  
Con	   este	   sistema,	   hemos	   observado	   como	   la	   muestra	   de	   suero	   del	   genotipo	   C2	   no	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bloqueaba	   la	   unión	  del	  mAb	   (8905)	   al	   sitio	   antigénico	   ‘noose’,	   aunque	   sí	   lo	   hacía	   con	  
otro	   mAb	   (16CD11)	   que	   se	   une	   a	   otro	   sitio	   antigénico	   no	   relacionado	   en	   H-­‐VS	   (sitio	  
antigénico	  IIa).	  	  Recientemente,	  de	  Swart	  et	  al.,	  (2009)	  mediante	  la	  utilización	  de	  células	  
vivas	   transfectadas	   con	   los	   genes	   F-­‐	   y	   H-­‐VS	   del	   virus	   vacunal,	   eliminó	   anticuerpos	  
específicos	  de	  F-­‐	   y	  H-­‐VS	  de	   sueros	  de	  personas	   con	   inmunidad	  natural	  o	   inducida	  por	  
vacunación.	   Observaron	   como	   la	   eliminación	   de	   anticuerpos	   frente	   a	   ambas	  
glucoproteínas	  resultaba	  en	  la	  completa	  eliminación	  de	  la	  actividad	  neutralizante	  frente	  
al	   virus	   vacunal,	   pero	  en	   cambio	   retenía	   cierta	   actividad	  neutralizante	   frente	   a	  VS	  del	  
genotipo	  C2,	  que	  según	  datos	  epidemiológicos	  fueron	  los	  que	  indujeron	  la	  respuesta	  de	  
anticuerpos	   en	   esas	   personas.	   Los	   datos	   obtenidos	   por	   de	   Swart	   et	   al.	   junto	   con	   los	  
obtenidos	   en	   este	   trabajo,	   apoyan	   la	   existencia	   de	   anticuerpos	   neutralizantes	  
específicos	   de	   genotipo.	   De	   esta	   forma,	   aunque	   la	   cantidad	   de	   anticuerpos	  
neutralizantes	   podría	   estar	   influenciada	   por	   factores	   genéticos	   de	   la	   persona	  
(Haralambieva	   et	   al.,	   2013),	   la	   especificidad	   antigénica	   de	   los	   mismos	   parece	   estar	  
determinada	   por	   el	   genotipo	   del	   virus	   que	   produjo	   la	   infección.	   Acorde	   con	   estos	  
hallazgos,	  mediante	  la	  aproximación	  utilizada	  por	  de	  Swart	  et	  al.	  y	  empleando	  nuestras	  
células	   infectadas	   persistentemente	   por	   diversos	   genotipos	   del	   VS,	   junto	   con	   una	  
competición	  de	  la	  unión	  a	  su	  superficie	  entre	  una	  batería	  de	  anticuerpos	  monoclonales	  
específicos	   de	   genotipos	   y	   sueros	   de	   personas	   con	   inmunidad	   previa	   frente	   al	   virus,	  
sería	   posible	   averiguar	   retrospectivamente	   el	   genotipo	   del	   VS	   circulante	   en	   una	   área	  
determinada	   geográficamente	   durante	   un	   periodo	   temporal	   previo.	   Así	   mismo	   se	  
podría	   investigar	   un	   posible	   papel	   del	   pecado	   original	   antigénico	   en	   infecciones	  
secundarias	   observadas	   en	   personas	   con	   inmunidad	   previa	   al	   virus	   del	   sarampión	  
(Vardas	  y	  Kreis,	  1999,	  van	  Binnendijk	  et	  al.,	  2003,	  Rosen	  et	  al.,	  2014).	  
El	  otro	  epítopo	  neutralizante	  de	  H-­‐VS	  dependiente	  de	  genotipo	  descrito	  en	  este	  
trabajo	   es	   el	   definido	   por	   el	   mAb	   16CD11	   (perteneciente	   al	   sitio	   antigénico	   IIa)	  
Describimos	   por	   primera	   vez	   que	   diferencias	   en	   las	   afinidades	   de	   unión	   de	   los	  
anticuerpos	   a	   la	   H-­‐VS	   recombinante	   soluble	   medidas	   por	   SPR	   (BIAcore),	   predicen	   la	  
sensibilidad	   a	   la	   neutralización	   del	   correspondiente	   virus.	   Basados	   en	   los	   datos	   de	  
afinidad	  del	  anticuerpo	  frente	  a	  H-­‐VS	  mutantes	  o	  de	  diferentes	  genotipos,	  observamos	  
como	   una	   mayor	   afinidad	   mayor	   (KD<	   300	   nM)	   es	   necesaria	   para	   una	   neutralización	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eficaz	  y	  como	  un	  único	  cambio	  de	  aminoácido	  en	   la	  H-­‐VS	  puede	  disminuir	  35	  veces	   la	  
afinidad	  por	  el	  anticuerpo.	  La	  calidad	  de	  la	  respuesta	  de	  los	  anticuerpos	  neutralizantes	  
se	  ha	  mostrado	  especialmente	  importante	  en	  virus	  como	  el	  RSV,	  Dengue	  y	  	  Sarampión	  
(Iankov	  et	  al.,	  2006,	  Cockburn	  et	  al.,	  2012,	  Iankov	  et	  al.,	  2013,	  Melero	  y	  Moore,	  2013).	  Tras	  
la	  vacunación	  con	  los	  respectivos	  virus	  inactivados	  con	  formaldehido,	  la	  generación	  de	  
anticuerpos	   con	   baja	   actividad	   neutralizante	   se	   asociaron	   a	   una	   exacerbación	   a	   la	  
enfermedad	  tras	   la	  consiguiente	  exposición	  al	  virus	  salvaje	  (Polack	  et	  al.,	  2003,	  Ubol	  y	  
Halstead,	   2010).	   Las	   relaciones	   entre	   la	   afinidad	   y	   actividad	   neutralizante	   de	   los	  
anticuerpos	  merece	  de	  este	  modo	  una	  particular	  atención	  entre	  distintos	  virus	  porque	  
aunque	   para	   el	   RSV	   se	   ha	   observado	   una	   relación	   directa	   al	   igual	   que	   la	   que	   hemos	  
observamos	  con	  el	  VS,	  en	  el	  VIH	  no	  existe	  tal	  relación	  e	  incluso	  en	  el	  virus	  del	  Ébola	  esta	  
relación	  es	  inversa	  (Steckbeck	  et	  al.,	  2005,	  Bale	  et	  al.,	  2012,	  Canziani	  et	  al.,	  2012,	  Bates	  et	  
al.,	  2013).	  	  
Así	   como	   en	   este	   trabajo	   encontramos	   que	   los	   aislados	   pertenecientes	   al	  
genotipo	   D7,	   debido	   a	   una	   mutación	   natural,	   presentan	   mayor	   sensibilidad	   a	   la	  
neutralización	   por	   el	   mAb	   16CD11	   cuyo	   epítopo	   se	   localiza	   en	   el	   sitio	   antigénico	   IIa,	  
previamente	   	  Santibañez	  et	  al.	   (2005)	  mostraron	  como	  algunos	  virus	  pertenecientes	  a	  
este	   genotipo	   que	   presentaba	   un	   sitio	   de	   N-­‐glucosilación	   adicional	   en	   Asn416,	  
escapaban	   a	   la	   neutralización	   por	   dos	   mAbs	   (BH125	   y	   BH15).	   Con	   la	   excepción	   del	  
genotipo	  D6,	  los	  virus	  del	  linaje	  D	  presentan	  este	  sitio	  de	  N-­‐glucosilación	  adicional,	  que	  
permite	   a	   estos	   virus	   escapar	   de	   anticuerpos	   neutralizantes	   frente	   al	   sitio	   antigénico	  
aquí	   designado	   como	   IIb	   (Levy	   et	   al.,	   2012,	   Tahara	   et	   al.,	   2013).	   En	   la	   estructura	  
cristalográfica	   de	   la	   H-­‐VS,	   vemos	   como	   el	   epítopo	   del	   mAb	   16CD11	   mapeado	   tanto	  
previamente	  en	  aa	  G491D	  por	  el	  grupo	  de	  E.	  Norrby	  (Hu	  et	  al.,	  1993)	  y	  ahora	  mapeado	  
por	  nosotros	  en	  K492E	  en	  nuestro	  mutante	  de	  escape	  a	  la	  neutralización,	  se	  encuentra	  
muy	   cerca	   de	   esta	   zona	   enmascarada	   por	   las	   glucosilaciones	   en	   los	   virus	   del	   linaje	   D	  
(fig.3	  9,	  en	  azúl	  oscuro),	   lo	  que	  podría	  explicar	  posibles	  competiciones	  parciales	  entre	  
anticuerpos	  (Ertl	  et	  al.,	  2003).	  No	  obstante,	  con	  la	  excepción	  de	  los	  VS	  del	  genotipo	  B3.1	  
y	   D4.4,	   hemos	   comprobado	   como	   el	   resto	   de	   genotipos	   eran	   neutralizados	  
independientemente	   de	   la	   glucosilación	   en	   Asn416.	   En	   la	   estructura	   vemos	   como	   la	  
glucosilación	  en	  Asn416	  enmascara	  el	  sitio	  antigénico	  IIb	  (fig.	  39,	  señalado	  con	  flecha),	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dejando	  disponible	  la	  zona	  de	  unión	  del	  mAb	  16CD11	  que	  formaría	  de	  este	  modo	  un	  sitio	  
antigénico	   propio	   al	   coincidir	   con	   la	   zona	   de	   unión	   de	   otros	   anticuerpos	   mapeados	  
mediante	  competición	  con	  el	  mAb	  16CD11	  o	  por	  mutaciones	  de	  escapes:	  L77	  (aa	  377	  y	  
378)	   (Moeller	   et	   al.,	   2001),	   BH97	   (aa	   488)	   (Lech	   et	   al.,	   2014),	   BH30,	   BH89	   (Ertl	   et	   al.,	  
2003).	   Es	   de	   destacar	   como	   este	   genotipo	   D7,	   mediante	   la	   adquisición	   	   de	   un	  
oligosacárido	  unido	  a	  N416,	  evade	  diversos	  anticuerpos	  monoclonales	  (sitio	  antigénico	  
IIb),	   pero	   en	   cambio,	   muestra	   una	   mutación	   que	   aumenta	   su	   sensibilidad	   a	   la	  
neutralización	  por	  un	  anticuerpo	  que	  por	  otro	  lado	  neutraliza	  muy	  ineficazmente,	  si	  es	  
que	   lo	   hace,	   al	   resto	   de	   genotipo	   (sitio	   antigénico	   IIa).	   En	   el	   virus	   de	   la	   gripe	   se	   ha	  
observado	  como	  algunos	  cambios	  de	  aminoácidos	  en	  la	  hemaglutinina	  incrementaba	  la	  
sensibilidad	   a	   la	   neutralización	   de	   las	   variantes	   de	   escape	   surgidas	   por	   anticuerpos	  
frente	  al	  virus	  parental,	  y	  un	  fenómeno	  similar	  se	  ha	  observado	  en	  el	  virus	  SARS,	  VIH	  y	  
virus	  de	  la	  hepatitis	  C	  (Verrier	  et	  al.,	  2001,	  Zhang	  et	  al.,	  2007,	  Ndifon	  et	  al.,	  2009,	  Zhong	  
et	  al.,	  2009,	  Nicasio	  et	  al.,	  2012).	  De	  manera	  específica,	  si	  existe	  una	  competición	  estérica	  
en	   la	  unión	  a	   la	  hemaglutinina	  por	  anticuerpos	  con	  diferentes	  eficacias	  neutralizantes,	  
una	  mutación	  que	  incremente	  la	  unión	  de	  anticuerpos	  con	  baja	  actividad	  neutralizante	  
puede	  disminuir	   la	  neutralización	  global.	  Estos	  anticuerpos	  que	  se	  unen	  a	  epítopos	  de	  
baja	   eficiencia	   de	   neutralización	   pueden	   interferir	   con	   la	   unión	   de	   anticuerpos	   que	  
reconozcan	  epitopos	  de	  alta	  eficacia	  neutralizante,	  impidiendo	  así	  la	  neutralización	  del	  
virus.	   De	   hecho,	   la	   localización	   del	   epítopo	   del	   sitio	   antigénico	   IIa	   (baja	   eficiencia	   de	  
neutralización)	   está	   a	   continuación	   del	   sitio	   antigénico	   ‘noose’	   (alta	   eficiencia	   de	  
neutralización)	  (fig.	  39,	  en	  blanco	  y	  amarillo).	  Mediante	  ELISAs	  de	  competición,	  Liebert	  
et	   al.	   (1994)	   no	   observaron	   competición	   entre	   dos	   anticuerpos,	   Nc32	   y	   L77,	   que	  
posteriormente	   en	   base	   a	  mutaciones	   de	   escape	   fueron	  mapeados	   en	   las	   posiciones	  	  
388	   y	   377/378,	   respectivamente,	   	   razón	   por	   la	   que	   los	   hemos	   asignado	   a	   los	   sitios	  
antigénicos	  IIa	  y	  ‘noose’	  (Liebert	  et	  al.,	  1994,	  Moeller	  et	  al.,	  2001).	  Acorde	  con	  nuestros	  
datos,	  la	  competición	  negativa	  que	  obtuvieron	  pudo	  deberse	  a	  emplear	  como	  antígeno	  
el	  virus	  vacunal,	  cuya	  H-­‐VS	  muestra	  una	  menor	  afinidad	  por	  anticuerpos	  frente	  al	  sitio	  
antigénico	  IIa.	  Del	  mismo	  modo,	  nuestros	  datos	  de	  competición	  por	  ELISA	  empleando	  
anticuerpos	   frente	   al	   ‘noose’	   arroja	   resultados	   contradictorios,	   posiblemente	   por	   la	  
naturaleza	   conformacional	   de	   los	   epítopos.	   Esta	   naturaleza	   conformacional	   de	   los	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epítopos	   y	   el	   sistema	   empleado	   en	   la	   medición	   de	   la	   competición	   entre	   anticuerpos	  
pueden	  ser	   la	   causa	  de	  discordancias	  obtenidas	   	  entre	   laboratorios	  en	   la	  medición	  de	  	  
competición	   entre	   distintos	   anticuerpos	   (Bouche	   et	   al.,	   2002,	   Santiago	   et	   al.,	   2002,	  
Tahara	  et	  al.,	  2013).	  Sería	  pues	  interesante,	  determinar	  si	  existe	  una	  competición	  entre	  
anticuerpos	  frente	  a	  los	  sitios	  antigénicos	  IIa	  y	  ‘noose’	  empleando	  la	  H-­‐VS	  del	  genotipo	  
D7	  en	  su	  conformación	  nativa	  según	  el	  método	  descrito	  en	  esta	  tesis,	  e	   investigar	  una	  
posible	  interferencia	  de	  anticuerpos	  como	  mecanismo	  para	  la	  aparición	  de	  mutaciones	  
con	  incremento	  en	  la	  sensibilidad	  a	  la	  neutralización.	  	  
Los	   virus	   empleados	   en	   las	   vacunas	   frente	   al	   sarampión	   corresponden	   al	  
genotipo	  A	  del	  virus,	  procedentes	  de	  aislados	  realizados	  hace	  más	  de	  medio	  siglo.	  Así,	  
posibles	  mutaciones	  acumuladas	  durante	  todo	  este	  tiempo	  en	  la	  proteína	  H-­‐VS	  podrían	  
reducir	  la	  eficacia	  de	  la	  inmunidad	  inducida	  por	  la	  vacunación	  y	  parcialmente	  explicar	  el	  
incremento	  de	  la	  transmisión	  en	  poblaciones	  altamente	  vacunadas	  (Hickman	  et	  al.,	  2011,	  
Rosen	   et	   al.,	   2014).	   En	   este	   trabajo,	   mostramos	   como	   de	   los	   seis	   sitios	   antigénicos	  
descritos	   para	   el	   sarampión,	   sólo	   dos	   se	   encuentran	   conservados	   entre	   los	   distintos	  
genotipos	  del	  virus.	  Uno	  de	  ellos	  (sitio	  antigénico	  Ia)	  se	  encuentra	  alejado	  de	  la	  zona	  de	  
interacción	   con	   el	   receptor,	   en	   la	   interfase	   entre	   monómeros	   de	   H-­‐VS	   pudiendo	   así	  
interferir	   con	   el	   movimiento	   dímero	   a	   dímero	   necesario	   para	   la	   fusión.	   El	   otro,	  
corresponde	  al	  propio	  sitio	  de	  interacción	  con	  el	  receptor	  (sitio	  antigénico	  III).	  	  
Actualmente	  no	  se	  dispone	  de	  antivirales	  eficaces	  frente	  al	  VS	  y	  es	  difícil	  obtener	  
sueros	   inmunes	  de	  donantes	  dado	  que	  en	  nuestro	  entorno	   la	  mayoría	  de	   la	  población	  
son	  vacunados	  y	  alcanzan	  títulos	  de	  anticuerpos	  más	  bajos	  que	   los	  donantes	  que	  han	  
pasado	  el	   sarampión.	  En	  esta	   situación,	   la	   identificación	  de	  anticuerpos	  monoclonales	  
puros	   αH-­‐VS	   de	   amplio	   espectro	   puede	   ser	   de	   utilidad	   para	   el	   diseño	   de	   anticuerpos	  
humanizados	   αVS	   para	   usos	   terapéuticos	   	   y	   profilácticos	   especialmente	   en	   pacientes	  
con	   inmunodeficiencia	  genética	  o	  adquirida,	  mujeres	  embarazadas,	   lactantes	  menores	  
de	   un	   año	   en	   los	   que	   la	   vacunación	   es	   poco	   eficaz	   y	   de	   personas	   adultas	   que	   no	  
responden	  a	   la	   vacunación	  en	  uso	   (3	  a	   5	  %	  de	   la	  población)	   (Reichert	   y	  Dewitz,	   2006,	  
Marasco	   y	   Sui,	   2007,	   Law	   y	  Hangartner,	   2008,	   Griffin	   y	   Pan,	   2009,	  Nelson	   y	   Reichert,	  
2009).	  	  
Discusión	  
	   164	  
Por	  otro	  lado,	  nuestros	  resultados	  pueden	  ser	  útiles	  en	  terapia	  génica	  y	  oncolisis	  
viral	  empleando	  VS	  genéticamente	  modificados.	  Así,	  actualmente	  se	  están	  empleando	  
vectores	  lentivirales	  	  pseudotipados	  con	  las	  glucoproteínas	  H-­‐	  y	  F-­‐VS	  para	  terapia	  génica,	  
así	   como	   se	   ha	   observado	   una	  mayor	   eficacia	   frente	   a	   otros	   pseudotipos	   y	   a	   la	   vez,	  
permite	  la	  transducción	  in	  vivo	  de	  células	  quiescentes	  (Frecha	  et	  al.,	  2009,	  Frecha	  et	  al.,	  
2010,	  Humbert	  et	  al.,	  2012).	  Además,	  en	   los	  últimos	  años	  el	  VS	  ha	  emergido	  como	  una	  
nueva	  modalidad	  al	   tratamiento	  de	  distintos	   tipos	  de	   cánceres	   (Russell	   y	  Peng,	   2009,	  
Msaouel	  et	  al.,	  2013,	  Miest	  y	  Cattaneo,	  2014).	  Recientemente,	  gracias	  	  al	  uso	  oncolítico	  
del	  VS,	  se	  ha	  descrito	  la	  completa	  remisión	  del	  cáncer	  en	  dos	  pacientes	  tratadas	  (Russell	  
et	  al.,	  2014).	  Sin	  embargo,	  la	  aplicabilidad	  terapéutica	  tanto	  de	  la	  terapia	  génica	  como	  de	  
la	  viroterapia	  oncolítica,	  está	  limitada	  por	  los	  anticuerpos	  αsarampión	  pre-­‐existentes	  en	  
los	  pacientes	  o	  que	  se	  van	  generando	  durante	  el	  tratamiento.	  El	  conocimiento	  tanto	  de	  
los	  epítopos	  específicos	  de	  genotipo,	  como	  de	  aquellos	  conservados,	  abre	  la	  posibilidad	  
de	   explorar	   terapias	   personalizadas	   y	   diseñar	   mutaciones	   específicas	   para	   evadir	  
anticuerpos	  humanos	  neutralizantes.	  
	  
	  
6.3	  	  	  Diferencias	  en	  la	  unión	  a	  los	  receptores	  celulares	  de	  la	  proteína	  H-­‐VS	  
correspondientes	  a	  distintos	  genotipos	  del	  VS	  
	  
Modificaciones	  sutiles	  en	  las	  proteínas	  de	  la	  envuelta	  de	  los	  virus	  pueden	  tener	  
dramáticas	   consecuencias,	   conduciendo	   a	   la	   emergencia	   de	   nuevos	   patógenos	   con	  
infectividades	  alteradas,	  aumento	  de	  tropismo	  y	  rango	  de	  huésped	  (Connor	  et	  al.,	  1997,	  
Stehle	  y	  Casasnovas,	  2009,	  Sullivan	  et	  al.,	  2011,	  Yong,	  2012,	  Sakai	  et	  al.,	  2013).	  Mientras	  
que	   todos	   los	   genotipos	   del	   VS	   utilizan	   SLAM	   y	   Nectina	   4	   como	   receptor,	   un	   único	  
cambio	  N481Y	  en	  la	  H-­‐VS	  (presente	  en	  el	  genotipo	  A)	  incrementa	  en	  18	  veces	  la	  afinidad	  
por	   el	   receptor	   CD46,	   permitiendo	   su	   uso	   como	   receptor	   (Lecouturier	   et	   al.,	   1996,	  
Navaratnarajah	  et	  al.,	  2008).	  	  
En	   este	   estudio,	   aunque	   hemos	   detectado	   mediante	   ELISA	   interacción	   de	   las	  
distintas	   H-­‐VS	   procedentes	   de	   genotipos	   salvajes	   por	   el	   receptor	   CD46,	   no	   hemos	  
ensayado	   su	   utilización	   como	   receptor	   de	   entrada	   en	   ensayos	   de	   infectividad.	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Hasegawa	  et	  al.,	  (2007)	  demostró	  que	  la	  utilización	  de	  una	  molécula	  como	  receptor	  de	  
entrada	   sólo	   tiene	   lugar	   por	   encima	   de	   cierta	   afinidad	   umbral,	   lo	   que	   explicaría	   las	  
discrepancias	   encontradas	   entre	   la	   unión	   observada	  mediante	   técnicas	   de	   ELISA	   y	   su	  
utilización	   como	   receptor	   de	   entrada	   in	   vitro.	   Sobrepasado	   este	   nivel	   umbral	   para	   la	  
utilización	   del	   receptor,	   una	   unión	   más	   fuerte	   con	   el	   receptor	   se	   ha	   asociado	   en	  
distintos	   virus	   con	   la	   atenuación	   de	   los	   mismos	   (Cattaneo,	   2004,	   Gen	   et	   al.,	   2013).	  
Nuestros	   datos	   arrojan	   en	   general,	   una	   grado	   de	   unión	   en	   las	   H-­‐VS	   procedentes	   de	  
genotipos	  salvajes	  respecto	  al	  virus	  vacunal	  atenuado	  (genotipo	  A).	  En	  el	  caso	  particular	  
del	  VS,	  una	  unión	  más	  débil	  en	  la	  interacción	  con	  los	  receptores	  se	  asocia	  a	  una	  mayor	  
interacción	  con	  la	  proteína	  F-­‐VS,	  regulando	  el	  mecanismo	  de	  fusión	  (Iorio	  et	  al.,	  2009).	  
Sería	  interesante	  así	  comprobar	  si	  las	  diferencias	  observadas	  en	  los	  ensayos	  de	  ELISA	  se	  
corresponden	  a	  diferencias	  en	  la	  capacidad	  fusogénica	  de	  los	  distintos	  genotipos.	  	  	  
Respecto	  a	  posibles	  causas	  en	  las	  uniones	  diferenciales	  detectadas	  por	  las	  H-­‐VS	  y	  
los	   receptores	   celulares,	   encontramos	   en	   la	   H-­‐VS	   del	   genotipo	   D7	   la	   sustitución	  
conservativa	  R195K,	  que	  conlleva	  la	  eliminación	  de	  dos	  átomos	  adicionales	  de	  nitrógeno	  
de	   la	   cadena	   lateral.	   Según	   datos	   cristalográficos,	   la	   Arg195	   establece	   contacto	   con	  
Ile126	  	  y	  Ser127	  de	  SLAM	  (Hashiguchi	  et	  al.,	  2011).	  	  El	  cambio	  en	  el	  aminoácido	  contiguo,	  
I194,	  se	  ha	  mostrado	  esencial	  para	  la	  unión	  al	  receptor	  SLAM	  y	  solo	  la	  mutación	  a	  valina	  
retenía	  esta	  función	  (Navaratnarajah	  et	  al.,	  2008).	  Por	  todo	  ello,	  el	  cambio	  encontrado	  
en	  el	  genotipo	  D7	  podría	  tener	  efecto	  en	  la	  unión	  	  al	  receptor	  SLAM.	  En	  el	  genotipo	  C2	  
encontramos	  la	  sustitución	  V451E,	  donde	  datos	  funcionales	  han	  asociado	  un	  cambio	  de	  
carga	  en	  esta	  posición	  a	   la	  pérdida	  en	   la	  fusión	  dependiente	  de	   los	  receptores	  CD46	  y	  
Nectina	   4	   (Mateo	   et	   al.,	   2013).	   En	   el	   genotipo	   B3.1	   se	   encuentran	   las	   sustituciones	  
conservativas	  H448R,	  donde	  His448	  	  contacta	  con	  Tyr67/Arg69	  	  de	  CD46	  (Santiago	  et	  al.,	  
2010),	  a	  su	  vez	  His448	  se	  encuentra	  contiguo	  a	  Val451,	  que	  aunque	  en	  la	  estructura	  sólo	  
se	   ha	   mostrado	   interacciona	   con	   Tyr67	   en	   CD46,	   su	   mutación	   elimina	   la	   fusión	  
dependiente	  de	  los	  receptores	  CD46	  y	  Nectina	  4	  (Mateo	  et	  al.,	  2013).	  En	  el	  caso	  de	  SSPE	  
SMA94	  (genotipo	  F)	  encontramos	  la	  mutación	  R547S.	  La	  Arg547	  en	  la	  H-­‐VS	  	  interacciona	  
con	  Phe106	  en	  Nectina	  4	  y	  establece	  puentes	  de	  hidrógeno	  con	  Ser112	  en	  CD46.	  A	  su	  vez	  
se	  encuentra	  formando	  puentes	  intermoleculares	  con	  Ser548	  y	  Tyr543	  en	  H-­‐VS,	  donde	  
las	   mutaciones	   de	   estos	   aminoácidos	   se	   ha	   visto	   implicada	   en	   la	   pérdida	   de	   fusión	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dependiente	   de	   los	   receptores	   CD46	   y	   Nectina	   4	   (Mateo	   et	   al.,	   2013).	   De	   manera	  
destacable,	   este	   residuo	   cambiado	   en	   el	   H-­‐VS	   de	   SMA94	   (Arg547)	   forma	   parte	   del	  
epítopo	   del	  mAb	   20H6	   que	   hemos	   asignado	   al	   sitio	   antigénico	   III.	   De	   este	  modo,	   es	  
posible	  que	  durante	  el	   largo	  periodo	  de	  latencia	  del	  VS	  antes	  de	  su	  diseminación	  en	  el	  
SNC,	   los	   anticuerpos	   ejerzan	   una	   presión	   selectiva	   y	   puedan	   jugar	   un	   papel	   en	   el	  
establecimiento	   de	   la	   persistencia	   y	   diseminación	   posterior	   del	   virus	   en	   ausencia	   de	  
fusión	  celular,	  así	  como	  podrían	   influir	  cambios	   importantes	  en	   la	  H-­‐VS	  que	  afectan	  su	  
interacción	  con	  los	  receptores	  celulares.	  	  
Aunque	  la	  información	  aportada	  por	  la	  difracción	  de	  rayos	  X	  de	  los	  complejos	  de	  
la	  H-­‐VS	  con	  sus	  receptores	  celulares	  es	  fundamental,	   la	  designación	  de	  los	  residuos	  de	  
contacto	  son	  discutibles.	  	  Mateo	  et	  al.,	  (2013,	  2014)	  comprobaron	  como	  aminoácidos	  no	  
considerados	  a	  priori	  importantes	  para	  la	  utilización	  de	  los	  receptores,	  su	  substitución	  sí	  
tenía	  un	  efecto	  drástico	  en	  la	  fusión	  dependiente	  de	  la	  unión	  al	  mismo.	  	  De	  este	  modo,	  	  
los	  datos	  que	  hemos	  obtenidos	  merecen	  un	  análisis	  más	  completo	  para	  discernir	  la	  base	  
de	   las	  diferencias	  observadas	  así	   como	   la	  comprobación	  de	  su	  validación	   funcional,	  al	  
haberse	   detectado	   discrepancias	   entre	   ambos	   por	   otros	   grupos:	   1)	   La	   substitución	  
Y543A	   reduce	  a	   la	  mitad	   la	  afinidad	  de	  unión	  de	   la	  H-­‐VS	  por	  SLAM	  (79nM	  a	   189nM	  a;	  
Cattaneo	   R.,	   resultados	   no	   publicados),	   no	   obstante	   aunque	   su	   mutación	   no	   tiene	  
ningún	   efecto	   en	   la	   fusión	   dependiente	   de	   SLAM,	   elimina	   completamente	   la	   fusión	  
dependiente	   de	   los	   receptores	   CD46	   y	   Nectina	   4	   (Mateo	   et	   al.,	   2013)	   2)	   El	   conocido	  
como	  cuarteto	  de	  mutaciones	  	  en	  H-­‐VS	  (Y529,	  D530A,	  R533A	  e	  Y553A)	  	  elimina	  la	  fusión	  
dependiente	   de	   SLAM,	   pero	   en	   cambio	   no	   produce	   ningún	   cambio	   de	   afinidad	   en	   la	  
interacción	   con	   la	   misma,	   aunque	   algunas	   mutaciones	   individuales	   sí	   lo	   hacen	  
(Navaratnarajah	  et	  al.,	  2008;	  Cattaneo	  R.,	  comunicación	  personal)	  Así,	  aunque	  la	  SPR	  y	  
el	  ELISA	  miden	  distintas	  afinidades	  (Heinrich	  et	  al.,	  2010),	  la	  interpretación	  de	  los	  datos	  
de	   unión	  de	   la	  H-­‐VS	   a	   los	   receptores	   por	  métodos	  bioquímicos	  merece	   cautela,	   dado	  
que	   in	   vivo	   la	   avidez	   premia	   sobre	   la	   afinidad	   y	   múltiples	   uniones	   de	   baja	   afinidad	  
pueden	  ser	  funcionales.	  
Recientemente	   se	   ha	  mostrado	   como	   la	   eficacia	   en	   la	   transducción	   de	   células	  
quiescentes	  mediante	  lentivirus	  pseudotipados	  con	  las	  glucoproteínas	  del	  VS	  se	  basa	  en	  
la	  utilización	  conjunta	  de	  los	  receptores	  celulares	  SLAM	  y	  CD46	  (Frecha	  et	  al.,	  2011,	  Zhou	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et	   al.,	   2011).	   Además,	   en	   terapia	   oncolítica	   con	   el	   VS,	   se	   ha	   observado	   un	   uso	  
discriminado	  de	  los	  receptores	  dependiendo	  del	  tipo	  de	  cáncer	  (Anderson	  et	  al.,	  2004,	  
Ong	  et	  al.,	  2006,	  Miest	  et	  al.,	  2013).	  Dado	  que	  ambas	  terapias	  se	  basan	  en	  el	  empleo	  de	  
las	  glucoproteínas	  del	  	  genotipo	  A	  del	  VS,	  una	  mejor	  comprensión	  de	  la	  interacción	  de	  la	  
H-­‐VS	  con	  los	  receptores	  celulares	  puede	  ayudar	  a	  mejorar	  la	  eficacia	  de	  estas	  terapias.	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Las	  principales	  conclusiones	  que	  pueden	  obtenerse	  del	  	  estudio	  presentado	  en	  este	  
trabajo	  son:	  
	  
1. El	  virus	  del	  sarampión	  de	  un	  genotipo	  muestra,	  a	  lo	  largo	  de	  un	  brote	  epidémico	  
en	  una	  población	  con	  alta	  cobertura	  vacunal,	  una	  mayor	  velocidad	  de	  mutación	  
muy	   superior	  en	  el	   gen	  H-­‐VS,	   diana	  principal	  de	   los	   anticuerpos	  neutralizantes,	  
que	   la	  de	   los	  genes	  N,	  P,	  M	   y	  F.	  Mediante	  el	  método	  Bayesiano	  MCMC,	  hemos	  
estimado	  una	  velocidad	  de	  mutación	  para	  el	  gen	  H	  de	  7,27	  x10-­‐6	   substituciones	  
por	  sitio	  por	  día	  (IC	  al	  95%,	  3,09x10-­‐6	  –	  1,23x10-­‐5).	  
	  
2. Algunos	   genotipos	   del	   VS	   han	   adquirido	   evolutivamente	   cambios	   de	  
aminoácidos	  en	  epítopos	  de	  H-­‐VS	  involucrados	  	  en	  la	  neutralización	  del	  virus	  que	  
son	  inmunogénicos	  generando	  una	  memoria	   inmunológica	  B	  de	   larga	  duración.	  
Así,	  algunos	  genotipos	  de	  VS	  podrían	  escapar	  a	  la	  neutralización	  por	  anticuerpos	  
generados	  en	  la	  infección	  natural	  por	  otro	  genotipo	  o	  por	  vacunación.	  
	  
3. La	  afinidad	  de	  la	  unión	  de	  un	  anticuerop	  monoclonal	  αH-­‐VS	  a	  la	  proteína	  H-­‐VS,	  se	  
correlaciona	  con	  la	  sensibilidad	  a	  la	  neutralización	  del	  correspondiente	  virus	  por	  
dicho	  monoclonal.	  
	  
4. Hemos	  desarrollado	  un	  procedimiento	  de	  	  competición	  	  por	  la	  unión	  a	  la	  proteína	  
H-­‐VS	   en	   su	   conformación	   oligomérica	   nativa	   entre	   monoclonales	   marcados	   y	  
sueros,	   que	   permite	   	   detectar	   anticuerpos	   neutralizantes	   αH-­‐VS	   específicos	   de	  
genotipo	   generados	   selectivamente	   en	   la	   infección.	   El	   diferente	   patrón	   de	  
anticuerpos	   αH-­‐VS	   presente	   en	   sueros,	   podría	   utilizarse	   para	   determinar	  
retrospectivamente	   si	   un	   genotipo	   de	   VS	   circuló	   en	   una	   población	   de	   un	   área	  
geográfica	  en	  un	  determinado	  periodo	  (paleoserología	  viral).	  
	  
5. Entre	   los	   seis	   sitios	   antigénicos	   descritos	   en	   H-­‐VS,	   hemos	   identificados	   dos	  
epítopos	   inmunogénicos	   en	   la	   infección	   natural	   cuyos	   mAbs	   son	   altamente	  
neutralizantes	   para	   los	   principales	   genotipos	   del	   VS	   circulantes	   a	   nivel	   global.	  
Estos	  dos	  potentes	  mAbs	  neutralizantes	  de	  amplio	  espectro	  con	   regiones	   	  Fab	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homogéneas,	  son	  	  adecuados	  para	  la	  determinación	  por	  difracción	  de	  rayos-­‐X	  de	  
la	  estructura	  del	  complejo	  mAb:H-­‐VS	  	  y	  podrían	  ser	  de	  utilidad	  para	  	  el	  diseño	  de	  
anticuerpos	  neutralizantes	  “humanizados”	  para	  uso	  terapéutico	  o	  profiláctico	  	  y	  	  
de	   nuevas	   vacunas	   para	   sarampión	   mejoradas	   que	   puedan	   ser	   eficaces	   	   en	  
menores	  de	  15	  meses	  de	  edad.	  	  
	  
6. Hemos	  detectado	  diferencias	  en	  el	  grado	  de	  unión	  de	  cada	  uno	  de	  los	  receptores	  
celulares	  para	  VS	  	  (CD46,	  CD150	  y	  Nectina-­‐4)	  a	  la	  H-­‐VS	  de	  los	  distintos	  genotipos	  	  
virales	   clonadas	   de	   aislados	   primarios	   (primer	   pase	   en	   cultivos	   celulares)	   de	  
pacientes	  con	  sarampión	  y	  de	  cerebro	  de	  autopsias	  de	  pacientes	  con	  SSPE	  que	  
podrían	  contribuir	  a	  esclarecer	  la	  patogenia	  de	  este	  virus.	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Anexo	   1.	   Alineamiento	   de	   las	   secuencia	   de	  
aminoácidos	  de	   la	  proteína	  H-­‐VS	  de	  
los	  distintos	  genotipos	  empleados	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CONSENSO        MSPQRDRINA FYKDNPHPKG SRIVINREHL MIDRPYVLLA VLFVMFLSLI GLLAIAGIRL   
EDMONSTON       .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt06AMP         .......... ......Y... .......... ......I... .......... ..........   
Wt06HMV         .......... ......Y... .......... ......I... .......... ..........   
SSPE/SMA84      .......... .......... ........Y. .......... .......G.. ..........   
Wt93FV          .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt92RMS         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt93JMC         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt08BCN252F07   .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt11CSL         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt10DGF         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt94BCL         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt01FF          .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
WT01FFCH        .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt03JABT        .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt02MK          .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt03RMA         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt08CVM         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA79      .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA94      .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt11SS65045397  .......... .......S.. .......... ......A..V .......... ..........   
Wt10IGG         .......... .......S.. .......... .......... .......... ..........   
Wt10YUYI        .......... .......S.. .......... .......... .......... ..........   
 
  
 
                         70         80         90        100        110        120              
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
CONSENSO        HRAAIYTAEI HKSLSTNLDV TNSIEHQVKD VLTPLFKIIG DEVGLRTPQR FTDLVKFISD   
EDMONSTON       .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt06AMP         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt06HMV         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA84      .......... .......... .......... .........S .......... ..........   
Wt93FV          .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt92RMS         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt93JMC         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt08BCN252F07   .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt11CSL         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt10DGF         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt94BCL         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt01FF          .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
WT01FFCH        .......... .......... .......... .......... .......... ......L...   
Wt03JABT        .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt02MK          .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt03RMA         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt08CVM         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA79      .Q........ .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA94      .Q........ .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt11SS65045397  .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt10IGG         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt10YUYI        .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
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              130        140        150        160        170        180           
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
CONSENSO        KIKFLNPDRE YDFRDLTWCI NPPERIKLDY DQYCADVAAE ELMNALVNST LLETRTTNQF   
EDMONSTON       .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt06AMP         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt06HMV         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA84      .......... .......... .......... .......V.. .......... ......A..S   
Wt93FV          .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt92RMS         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt93JMC         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt08BCN252F07   .......... .......... .......... .......... .......... ...A.A....   
Wt11CSL         .......... .......... .......... .......... .......... ...A.A....   
Wt10DGF         .......... .......... .......... .......... .......... .M.A.A....   
Wt94BCL         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt01FF          .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
WT01FFCH        .......... .......... .......... .......... .......... ...A.A....   
Wt03JABT        .......... .......... .......... .......... .......... ...A.A....   
Wt02MK          .......... .......... .......... .......... .......... ...A.A....   
Wt03RMA         .......... .......... .......... .......... .......... ...A.A....   
Wt08CVM         .......... .......... .......... .......... .......... ...A.A....   
SSPE/SMA79      .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA94      .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt11SS65045397  .......... .......... .....V.... .......... .......... ..........   
Wt10IGG         .......... .......... ........N. .......... .......... ..........   
Wt10YUYI        .......... .......... ........N. .......... .......... ..........   
  
 
 
                        190        200        210        220        230        240           
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
CONSENSO        LAVSKGNCSG PTTIRGQFSN MSLSLLDLYL SRGYNVSSIV TMTSQGMYGG TYLVEKPNLS   
EDMONSTON       .......... .......... .......... G......... .......... ..........   
Wt06AMP         .......... .......... .......... G......... .......... .........N   
Wt06HMV         .......... .......... .......... G......... .......... .........N   
SSPE/SMA84      .......... .........D .......... .......... .......... ..........   
Wt93FV          .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt92RMS         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt93JMC         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt08BCN252F07   .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt11CSL         .......... .......... .......... .Q........ .......... .........N   
Wt10DGF         .......... .......... .......... .Q........ .......... .........N   
Wt94BCL         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt01FF          .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
WT01FFCH        .......... ....K..... .......... .......... .......... ..........   
Wt03JABT        .......... ....K..... .......... .......... .......... ..........   
Wt02MK          .......... ....K..... .......... .......... .......... ..........   
Wt03RMA         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt08CVM         .......... .......... .......... .........T .......... ..........   
SSPE/SMA79      .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA94      .......... .......... .........V .......... .......... ..........   
Wt11SS65045397  .......... ....S..... .......... .......... .......... ....G..D..   
Wt10IGG         .......... .......... .......... .......... .......... .........N   
Wt10YUYI        .......... .......... .......... .......... .......... .........N   
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                        250        260        270        280        290        300           
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
CONSENSO        SKGSELSQLS MYRVFEVGVI RNPGLGAPVF HMTNYFEQPV SNDLSNCMVA LGELKLAALC   
EDMONSTON       ..R....... .......... .......... .....L.... .......... ..........   
Wt06AMP         .......... .......... .......... .......... ..G.G..... ..........   
Wt06HMV         .......... .......... .......... .......... ..G.G..... ..........   
SSPE/SMA84      .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt93FV          .....S.... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt92RMS         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt93JMC         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt08BCN252F07   .......... .H........ .......... .......... ...F...... .....F....   
Wt11CSL         ........P. .H........ .......... .......... ...F...... .....F....   
Wt10DGF         ........P. .H........ .......... .......... ...F...... .....F....   
Wt94BCL         ......P.P. .H........ .......... .......... ...F...... ..........   
Wt01FF          ......P.P. .H........ .......... .......... ...F...... ..........   
WT01FFCH        .......... .H........ .......... .......... ...F...... .....F....   
Wt03JABT        .......... .H........ .......... .......... ...F...... .....F....   
Wt02MK          .......... .H........ .......... .......... ...F...... .....F....   
Wt03RMA         .......... .H......I. .......... .......... ...F...... .....F....   
Wt08CVM         .......... .H........ .......... .......... .H.F...... .....F....   
SSPE/SMA79      .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA94      .......... .......... .......... .......... ..G....... ..........   
Wt11SS65045397  .......... .......... .......... .....L.... .......... ..........   
Wt10IGG         .......... .......... .......... .........I .K........ ..........   
Wt10YUYI        .......... .......... .......... .........I .K........ ..........   
 
 
 
                        310        320        330        340        350        360           
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
CONSENSO        HGEDSITIPY QGSGKGVSFQ LVKLGVWKSP TDMQSWVPLS TDDPVIDRLY LSSHRGVIAD   
EDMONSTON       .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt06AMP         ..D....... .......... .......... .......... ....LV.... ..........   
Wt06HMV         ..D....... .......... .......... .......... ....LV.... ..........   
SSPE/SMA84      .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt93FV          ..G....... .......... .......... ........F. .......... ..........   
Wt92RMS         ..G....... .......... .......... ........F. .......... ..........   
Wt93JMC         ..G....... .......... .......... ........F. .......... ..........   
Wt08BCN252F07   .R..A..... .......... .......... ..L....... .......... ..........   
Wt11CSL         .RG....... .....A.... .......... .......... .......... ........D.   
Wt10DGF         .RG....... .....A.... .......... .......... .......... ........D.   
Wt94BCL         .......... .......... .......... .......... .......... ......I...   
Wt01FF          .......... .......... .......... .......... .......... F.....I...   
WT01FFCH        .R.....V.. .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt03JABT        .R.....V.. .......... .......... .......S.. .......... ..........   
Wt02MK          .R.....V.. .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt03RMA         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt08CVM         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA79      .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA94      .W........ .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt11SS65045397  .......... .......R.. .......... .......... .......... ..........   
Wt10IGG         ..G....... .......... .......... ...H...... .......... ........T.   
Wt10YUYI        ..G....... .......... .......... ...H...... .......... ........T.   
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                        370        380        390        400        410        420           
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
CONSENSO        NQAKWAVPTT RTDDKLRMET CFQQACKGKI QALCENPEWA PLKDNRIPSY GVLSVDLSLT   
EDMONSTON       .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt06AMP         .......... .......... .......... ..F......V .......... ..........   
Wt06HMV         .......... .......... .......... .........V .......... ..........   
SSPE/SMA84      .......... .......... .......... .......... .......... .F........   
Wt93FV          ......I... .......... .......... .......... ....H..... ..........   
Wt92RMS         ......I... .......... .......... .......... ....H..... ..........   
Wt93JMC         ......I... .......... .......... .......... ....H..... ..........   
Wt08BCN252F07   .......... .......... .......... .......... .......... .....N....   
Wt11CSL         .......... .......... .......... .......... .......... .I...N....   
Wt10DGF         .......... .......... .......... .......... .......... .I...N....   
Wt94BCL         .......... ....N..... .......... .......... .......... ..........   
Wt01FF          .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
WT01FFCH        .......... .......... .......... .......... .......... .....N....   
Wt03JABT        .......... .......... .......... .......... .......... .....N....   
Wt02MK          .......... .......... .......... .......... .......... .....N....   
Wt03RMA         .......... .......... .......... .T........ .......... .....N....   
Wt08CVM         .......... .......... .......... .......... .......... .....N....   
SSPE/SMA79      .......... .......... .......... .....D.... .......... ..........   
SSPE/SMA94      .......... .......... .S........ .......... .......... ..........   
Wt11SS65045397  ......A... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt10IGG         ...N...... .......... .......... ......L... ....S..... .........A   
Wt10YUYI        ...N...... .......... .......... ......L... ....S..... .........A   
 
 
 
                        430        440        450        460        470        480           
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
CONSENSO        VELKIKIASG FGPLITHGSG MDLYKSNHNN VYWLTIPPMK NLALGVINTL EWIPRFKVSP   
EDMONSTON       .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt06AMP         .......... .......... .......R.. .........R .......... ..........   
Wt06HMV         .......... .......... .......R.. .........R .......... ..........   
SSPE/SMA84      ..P....... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt93FV          .......... .......... .......... E......... .......... ..........   
Wt92RMS         .......... .......... .......... E......... .......... ..........   
Wt93JMC         .......... .......... .......... E......... .......... K.........   
Wt08BCN252F07   .......... .......... .......... .......... .......... ..V.......   
Wt11CSL         .......... .......... .......... .......... .......... ..V.......   
Wt10DGF         .......... .......... .......... .......... .......... ..V.......   
Wt94BCL         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt01FF          .......... .......... .......Q.. .......... .......... ..........   
WT01FFCH        .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt03JABT        .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt02MK          .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt03RMA         .......... .......... .......... .......... .......... ......R...   
Wt08CVM         ...T...... .......... .......... M......... .......... ..........   
SSPE/SMA79      .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA94      ..F....... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt11SS65045397  .......... .......... .......... .......... .......... .....L....   
Wt10IGG         A.P....... .......... .......... .......... .......... .....L....   
Wt10YUYI        A.P....... .......... .......... .......... .......... .....L....   
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                        490        500        510        520        530        540           
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
CONSENSO        NLFTVPIKEA GEDCHAPTYL PAEVDGDVKL SSNLVILPGQ DLQYVLATYD TSRVEHAVVY   
EDMONSTON       Y..N...... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt06AMP         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt06HMV         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA84      .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt93FV          .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt92RMS         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt93JMC         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt08BCN252F07   .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt11CSL         D......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt10DGF         D......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt94BCL         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt01FF          .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
WT01FFCH        .......... .K........ .......... .......... .......... ..........   
Wt03JABT        .......... .K........ .......... .......... .......... ..........   
Wt02MK          .......... .K........ .......... .......... .......... ..........   
Wt03RMA         .......... .......... .......... ......I... .......... ..........   
Wt08CVM         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA79      .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA94      .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt11SS65045397  .......... ....N..... .......... .......... .......... ..........   
Wt10IGG         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt10YUYI        .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
 
 
 
                        550        560        570        580        590        600           
                ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
CONSENSO        YVYSPSRSFS YFYPFRLPIK GVPIELQVEC FTWDQKLWCR HFCVLADSES GGHITHSGMV   
EDMONSTON       .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt06AMP         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt06HMV         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA84      .......... .......... .......... ....K..... .......... ..........   
Wt93FV          .......... .......... .I........ .......... .......... ..........   
Wt92RMS         .......... .......... .I........ .......... .......... ..........   
Wt93JMC         .......... .......... .I........ .......... .......... ..........   
Wt08BCN252F07   .......... .......... ...L...... .......... .......... ..........   
Wt11CSL         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt10DGF         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt94BCL         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt01FF          .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
WT01FFCH        .......... .......... .......... ....K..... .......... ..........   
Wt03JABT        .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt02MK          .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt03RMA         .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
Wt08CVM         .......... .......... .......... ....K..... ......N... ..........   
SSPE/SMA79      .......... .......... .......... .......... .......... ..........   
SSPE/SMA94      ......S... .......... .......... ....K..... .......... ..........   
Wt11SS65045397  .......... ........M. .......... .......... .......... .E........   
Wt10IGG         .......... .......... .T........ ...A.R.... .......... ..........   
Wt10YUYI        .......... .......... .T........ ...A.R.... .......... ..........   
 
Anexo	  1	  
	  212	  
 
 
                        610        620   
                ....|....| ....|....| . 
CONSENSO        GMGVSCTVTR EDGTNRR       
EDMONSTON       .......... .......       
Wt06AMP         .......A.. .......       
Wt06HMV         .......A.. .......       
SSPE/SMA84      .......... .......       
Wt93FV          .......... .....S.       
Wt92RMS         .......... .....S.       
Wt93JMC         .......... .....S.       
Wt08BCN252F07   .......... .......       
Wt11CSL         .......... .......       
Wt10DGF         .......... .......       
Wt94BCL         .......... ......G       
Wt01FF          .......... ......G       
WT01FFCH        .......... .......       
Wt03JABT        .......... .......       
Wt02MK          .......... .......       
Wt03RMA         .......A.. .......       
Wt08CVM         .......A.. .......       
SSPE/SMA79      .......... ....S..WGC Q  
SSPE/SMA94      .......... ...I...WGC Q  
Wt11SS65045397  .......... .......       
Wt10IGG         ..E.....N. ..EA...       
Wt10YUYI        ..E.....N. ..EA...       
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Anexo	  2.	  	  Fernandez-­‐Muñoz	  R.,	  Carabaña	  J.	  Caballero	  M.,	  Ortego	  J.,	  Liton	  	  P.B.,	  
Duque	   B.M,	   Martin-­‐Cortes	   A.,	   Serrano-­‐Pardo	   A.,	   Muñoz-­‐Alia	   M.A.,	  
Porras-­‐Mansilla	   R.,	   Alvarez-­‐Cermeño	   J.C.	   and	   Celma	   M.L.	   (2011).	  
Subacute	   Sclerosing	   Panencephalitis	   and	   Other	   Lethal	   Encephalitis	  
Caused	  by	  Measles	  Virus	  Infection:	  Pathogenesis	  and	  New	  Approaches	  
to	  Treatment.	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Capítulo	  en	  el	  libro	  Non-­‐Flavivirus	  Encephalitis,	  pags	  157-­‐184	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